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En las últimas décadas, el promedio en la esperanza de vida de la población mundial ha aumentado debido 
a la mejora en la atención médica y las condiciones sociales y culturales. Este hecho viene de la mano con el 
consecuente deterioro motor y cognitivo, así como a un aumento en la incidencia de patologías relacionadas 
al envejecimiento, como es la Enfermedad de Parkinson. Durante el envejecimiento se observa una pérdida 
de la homeostasis cerebral y una neuroinflamación crónica, causada principalmente por microglia 
senescente. Estas células se encuentran polarizadas hacia un fenotipo proinflamatorio y generan una 
respuesta inmune exacerbada. De hecho, ha sido reportado que la progresión de muchas enfermedades 
neurodegenerativas depende de la activación de la microglia. Por tanto, es de gran interés diseñar estrategias 
que permitan modular el fenotipo de estas células gliales. Muchos factores neurotróficos producidos por las 
células gliales, como el IGF1, pueden polarizarlas hacia un fenotipo neuroprotector M2, promoviendo la 
supervivencia neuronal. Nuestro grupo de investigación ha fijado como objetivo de estudio combatir los 
efectos deletéreos del envejecimiento en ratas seniles mediante la implementación de la terapia génica 
con IGF1. En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos evaluado el efecto de esta terapia sobre la microglia 
en regiones del cerebro relacionadas con el desempeño motor, y su relación con la mejora en la performance 
motora debida a la terapia, anteriormente observada. Demostramos que la terapia génica con IGF1 aumenta 
el número de células microgliales con especificidad en el Núcleo Estriado de ratas seniles. Además, estas 
células presentan una mayor reactividad y se encuentran polarizadas hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2. 
Observamos también que la microglia del Núcleo Estriado en ratas seniles tratadas con RAd-IGF1 presentan 
una mayor actividad fagocítica y mayor remodelación sináptica. A su vez, la terapia génica provocó una 
disminución en la expresión de genes pro-inflamatorios. Postulamos que estos cambios debidos a la 
sobreexpresión de IGF1, establecen un microambiente propicio para el correcto funcionamiento de las 






In the last decades, the average life expectancy of the world population has increased due to the 
improvement in medical care and social and cultural conditions. This fact comes hand in hand with the 
consequent motor and cognitive loss, as well as an increase in the incidence of pathologies related to aging, 
such as Parkinson's disease. Aging presents a loss of cerebral homeostasis and chronic neuroinflammation, 
mainly caused by senescent microglia. These cells are polarized towards a proinflammatory phenotype and 
establish an exacerbated immune response. In fact, it has been reported that the progression of many 
neurodegenerative diseases depends on the activation of the microglia. Therefore, it is of great interest to 
design strategies that allow modulating the phenotype of these glial cells. Many neurotrophic factors 
produced by glial cells, such as IGF1, can polarize them towards an M2 neuroprotective phenotype, 
promoting neuronal survival. Our research group has set the goal to fight the deleterious effects of aging in 
senile rats by implementing gene therapy with IGF1. In the present Doctoral Thesis work we have evaluated 
the effect of this therapy on microglia in regions of the brain related to motor performance, and its 
relationship with the improvement in motor performance due to therapy, previously observed. We showed 
that gene therapy with IGF1 increased the number of microglial cells specifically in the Striatum of senile rats. 
In addition, these cells presented higher reactivity and were polarized towards an M2 anti-inflammatory 
phenotype. We also observed that the microglia of the Striatum of senile rats treated with RAd-IGF1 
presented higher phagocytic activity and greater synaptic remodeling. Moreover, gene therapy caused a 
decrease in the expression of pro-inflammatory genes. We postulate the observed changes are due to the 
overexpression of IGF1 and that they establish a propitious microenvironment the proper functioning of the 































1.1.1 Datos poblacionales  
Durante las últimas décadas, como consecuencia del desarrollo científico y tecnológico, la mejora del 
cuidado médico y las condiciones socio-culturales, se ha producido un aumento de la esperanza de vida. 
Este hecho, sumado a la disminución en la tasa de fecundidad, ha generado en casi todos los países una 
inversión de la tendencia demográfica (Figura 1). Según datos de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) y de Naciones Unidas en el informe World Population Prospects: The 2017 Revision, en la última 
década la proporción de personas mayores de 60 años se ha incrementado más rápidamente que 
cualquier otro grupo etario, a una razón de 3% por año1. La OMS prevé que la población mundial mayor 
de 60 años se duplicará para 2050 y triplicará para 2100. Otra de las tendencias previstas es la del 
denominado envejecimiento de la población mayor o también envejecimiento del envejecimiento. Este 
término hace referencia al incremento de la población más anciana, es decir, la que supere los 80 años. 
Según la misma fuente en 2050 habrá en el mundo cerca de 400 millones de personas con 80 años o 




El envejecimiento de la población es un claro indicador de la mejoría de la salud en el mundo. Este 
fenómeno tiene consecuencias directas para la sociedad, ya que por un lado las personas mayores 
contribuyen al desarrollo social de distintas maneras, como es la crianza de las futuras generaciones; 
pero por otro lado el cuidado de este grupo etario puede representar un reto tanto en el ámbito familiar 
como en la comunidad en general. Teniendo en cuenta esta tendencia, es necesario asegurar la atención 
médica y asistencial, así como cualquier problema económico que pueda surgir. 
Figura 1: Distribución de la población mundial por nivel de fertilidad entre los años 1975-1980, 2010-2015 y 2045-2050. 
Modificado de: Naciones Unidas, Departamento de Asuntos Económicos y Sociales, División de Población (2017). 
Perspectivas de la población mundial: la revisión de 20171. Nueva York: Naciones Unidas. 
 














Desde un punto de vista biológico, el envejecimiento es la consecuencia de la acumulación de una 
gran variedad de daños moleculares y celulares a lo largo del tiempo, lo que lleva a un descenso gradual 
de las capacidades físicas y mentales, un aumento de riesgo de enfermedad y finalmente a la muerte. 
La OMS destaca en su informe que más del 20 % de los adultos que superan los 60 años sufren de algún 
trastorno mental o neurológico2. Es por ello que es necesario encontrar estrategias para prevenir y tratar 









Figura 2: Proyección del envejecimiento de la población mundial en personas de más de 65 años en países 
desarrollados y en vías de desarrollo. United Nations: World Population Prospects: The 2015 Revision. Imagen extraída 















1.1.2 Concepto de envejecimiento  
Hasta el momento, no existe una definición universalmente aceptada que abarque todos los eventos 
que ocurren en el proceso de envejecimiento. Sin embargo, en términos generales, el envejecimiento 
se puede definir como el deterioro funcional asociado al paso del tiempo que afecta a los organismos 
vivos4. El envejecimiento es un proceso universal, complejo y multifactorial que además de causar una 
progresiva pérdida de funcionalidad, aumenta el riesgo de muerte. El reconocido gerontólogo Bernerd 
Strehler, autor del libro “Time, cells and aging”, definió al proceso de envejecimiento a partir de cuatro 
postulados: 1) es universal: cualquier fenómeno asociado con el envejecimiento ocurre en diferentes 
grados en todos los individuos de una especie; 2) es intrínseco: las causas que son el origen del 
envejecimiento deben ser endógenas; no deben depender de factores extrínsecos; 3) es progresivo: los 
cambios que conducen al envejecimiento deben ocurrir gradualmente a lo largo de la vida (deben 
también ocurrir en individuos jóvenes, aunque sea en una pequeña proporción); 4) es perjudicial, es 
decir, un fenómeno asociado al envejecimiento sólo se considerará como parte de tal si es nocivo para 
el individuo5. 
El avance científico y tecnológico de los últimos años, ha focalizado la investigación sobre el 
envejecimiento en el estudio de los mecanismos responsables de este proceso a nivel molecular y 
celular, centrando su estudio en enfermedades asociadas a esta etapa de la vida4. 
 
1.1.2 Envejecimiento a nivel cerebral  
Como se mencionó anteriormente, el constante aumento en la esperanza de vida de la población en 
todo el mundo ha acentuado diversos problemas médicos y socioeconómicos de la población geriátrica. 
Esto ha llevado a un aumento en la investigación de los cambios acaecidos con la edad tanto a nivel 
básico como clínico, siendo el envejecimiento cerebral un eje central en dichos estudios. Sin embargo, 
al ser un proceso multifactorial, la comprensión de los mecanismos celulares y moleculares específicos 
implicados en el envejecimiento todavía representa uno de los problemas más complejos e integrales 
que la investigación biológica experimental aún no ha podido superar. 
El envejecimiento cerebral se caracteriza por presentar alteraciones celulares y moleculares que 
comprenden daño oxidativo, disfunción mitocondrial, inestabilidad genómica, acortamiento de los 
telómeros, senescencia celular replicativa, reducción del número de células madre, modificaciones 
epigenéticas, pérdida de proteostasis, alteración de la comunicación celular, desregulación energética, 
del metabolismo de la glucosa y neuroinflamación crónica4,6. Dichas alteraciones cumplen los siguientes 
requisitos: 1) tienen lugar durante el envejecimiento normal; 2) su empeoramiento de forma 
experimental acelera el envejecimiento; y 3) su mejoría experimental retarda el proceso de 














envejecimiento normal y por lo tanto incrementa la esperanza de vida. Estos cambios aparecen 
lentamente y se acumulan con el tiempo, contribuyendo así al daño de las células nerviosas que 
finalmente se reflejan en déficits cognitivos y motores, entre otros. Estos déficits se deben, en parte, a 
cambios a nivel estructural y neurofisiológico que conllevan a una pérdida de eficacia en la 
neurotransmisión7. A continuación, se resumirán las principales características estructurales y 
neurofisiológicas más destacadas del deterioro motor. 
 
1.1.2.1 Cambios estructurales y neurofisiológicos asociados al envejecimiento. 
Se ha observado que el paso del tiempo provoca una disminución en el volumen cerebral y un 
aumento del volumen de los ventrículos. La pérdida de volumen cerebral es variable para las distintas 
regiones del cerebro. Sin embargo, se ha identificado que el hipocampo, la corteza prefrontal, la corteza 
temporal inferior, el cerebelo y el Núcleo Estriado presentan una disminución más pronunciada que el 
resto del cerebro con el envejecimiento8,9.  Estos cambios se asocian no sólo a la muerte neuronal sino 
también a alteraciones en las propiedades celulares intrínsecas de las neuronas como la reducción del 
soma10,11, la regresión o pérdida de espinas dendríticas12–17, la disminución en el número sinapsis16,17,  
alteraciones en los receptores de neurotransmisores o disminución de la respuesta a los mismos18–23 y 
desmielinización de los axones, conducen a una alteración de la conductividad neuronal23 y constituyen 
las principales fuerzas impulsoras de la disminución del volumen del cerebro asociada al 
envejecimiento24.  
 
1.1.2.2 Alteraciones motoras asociadas al envejecimiento 
La función motora sufre un deterioro caracterizado por la pérdida de fuerza muscular, disminución 
del equilibrio25,26 y coordinación27, debido a disfunciones del sistema nervioso central y periférico, así 
como del sistema neuromuscular28. La falta de equilibrio y los problemas al andar son algunas de las 
causas principales de morbilidad en el envejecimiento29. La cantidad de movimientos disminuye un 15-
30 % con la edad28,30. Esta disminución parece ser una estrategia en los individuos adultos para ganar 
exactitud en los movimientos a cambio de perder velocidad31. La lentitud para procesar información 
también afecta la actividad motora debido a la pérdida y funcionalidad sináptica32,33. 
 
1.2 GANGLIOS BASALES Y CONTROL DE LA FUNCIÓN MOTORA 
Los ganglios basales (GB) están constituidos por un grupo de núcleos grises situados en la base de los 













Núcleo Estriado o Neoestriado (NE), conformado a su vez por el Núcleo Caudado (NC) y el Núcleo 
Putamen (Put); 2) el Globo Pálido (GP), el cual se subdivide en Globo Pálido Interno (GPi) y Globo Pálido 
Externo (GPe); 3) el Núcleo Subtalámico de Luys (NST); 4) la Substantia Nigra (SN). Estos núcleos 
pueden clasificarse en: 1) Núcleos de entrada; 2) Núcleos de salida; y 3) Núcleos intermedios. Los núcleos 
de entrada son aquellas estructuras que reciben información entrante de diferentes fuentes, 
principalmente de origen cortical, talámico y nigral, constituidos por el Núcleo Estriado y el Núcleo 
Accumbens (Acb). Los núcleos de salida son aquellas estructuras que envían información de los ganglios 
basales al tálamo y consisten en el segmento interno del Globo Pálido y la Substantia Nigra pars 
reticulata (SNr). Finalmente, los núcleos intermedios son aquellos que se encuentran entre los núcleos 
de entrada y de salida y se encargan del relevo de información. Aquí podemos encontrar al segmento 




Los GB cumplen una gran variedad de funciones relacionadas con el aprendizaje y la ejecución de 
movimientos voluntarios, el desarrollo de comportamientos de rutina o hábitos, los cuales nacen de la 
repetición de una serie de acciones que desembocan en una recompensa35–37. Se encargan de procesar 
información del movimiento y ajustar la actividad de los circuitos cerebrales que determinan la mejor 
respuesta posible en una situación dada, iniciando los movimientos requeridos a la vez que inhiben los 
movimientos opuestos. 
Figura 3. Corte coronal de cerebro con los ganglios de la base en relación a sus estructuras vecinas. 














1.2.1 Control de la función motora: Regulación corticoestriatal 
La ejecución de todo movimiento voluntario requiere información acerca del contexto sensitivo en 
el que se va a realizar (planificación), intención del movimiento a ejecutar (iniciación) y el estado de las 
partes del cuerpo que lo realizarán (coordinación). Toda esta información es aportada por dos circuitos 
neurales en paralelo que involucran a los GB y al cerebelo. Estas estructuras modulan su actividad 
mediante una región central de procesamiento, núcleos intermedios, los cuales como fue mencionado, 
median la información entre las aferencias y eferencias corticales38–40.  
La región central de procesamiento en los GB es el Núcleo Estriado. Todas las áreas corticales 
involucradas en la planificación y ejecución de movimientos proyectan sus fibras corticoestriatales 
glutamatérgicas hacia el NE. Las neuronas espinosas medianas estriatales (MSN, del inglés medium-sized 
spiny neurons) reciben dicha información y luego la envían hacia el GP. Las neuronas MSN representan 
el 90% de las neuronas estriatales y son todas del tipo inhibitorias GABAérgicas. Estas neuronas pueden 
dividirse en 2 subgrupos de acuerdo a los blancos de sus proyecciones, dando lugar a 2 vías de acción: 
 Vía Directa: Las neuronas corticales que proyectan al Núcleo Estriado liberan el 
neurotransmisor glutamato, excitando así a las neuronas estriatales que inervan al GPi. Estas 
neuronas al ser excitadas liberan el neurotransmisor inhibitorio GABA. De esta manera la 
excitación de las neuronas MSN estriatales inhibe las neuronas del GPi. A su vez, las neuronas 
del GPi, que también son neuronas GABAérgicas, inervan los núcleos motores del tálamo y los 
ventrículos anterior y lateral (VA/VL). Al estar recibiendo un estímulo inhibitorio por parte de 
las neuronas estriatales, las neuronas GABAérgicas GPi se encuentran reprimidas, por lo que se 
activan las neuronas glutamatérgicas del tálamo, las cuales a su vez activan a las neuronas 
glutamatérgicas de la corteza motora. Finalmente, estas neuronas envían señales excitatorias 
hacia la médula espinal para dar a lugar al comienzo del movimiento. En resumen, un aumento 
en el estímulo excitatorio cortical a las neuronas estriatales de la vía directa conducen a un 
aumento en la actividad corticoespinal que eventualmente conducen un aumento en la 
actividad de los músculos. Así, la vía directa estimula la actividad motora38,41,42 (Figura 4.A). 
 Vía Indirecta: en esta vía, las neuronas MSN estriatales inervan el GPe, inhibiendo su 
acción. Las neuronas GABAérgicas del GPe proyectan sus axones al núcleo subtalámico, el cual, 
a su vez, inerva el GPi. Por lo tanto, dado que las neuronas excitatorias subtalámicas se 
encuentran desinhibidas, las neuronas inhibitorias del GPi se encontrarán activas, inhibiendo así 
a las neuronas de los núcleos motores del tálamo. En consecuencia, dada la falta de estímulo 
excitatorio, las neuronas glutamatérgicas corticales son incapaces de enviar señales a la médula 













de la vía indirecta inducen una disminución en la actividad corticoespinal, conduciendo a una 
disminución en la actividad de los músculos. Así, la vía indirecta reprime la actividad 












Existe una segunda población de neuronas en el Núcleo Estriado: las interneuronas. A diferencia de 
las MSN, las interneuronas presentan dendritas sin espinas. En general, estas neuronas se clasifican en 
3 grupos de acuerdo a su perfil neuroquímico y su morfología43,44.  
Clase I: consta de grandes neuronas colinérgicas que usan acetilcolina (ACh) como neurotransmisor. 
Presentan un patrón de actividad de disparo continuo y constante y, por lo tanto, también se conocen 
como neuronas tónicamente activas (TAN, del inglés tonically active neurons). Se las considera las 
neuronas asociativas más importantes del núcleo. 
Clase II: consta de neuronas medianas GABAérgicas. Estas interneuronas son las principales 
responsables de los mecanismos inhibitorios del Núcleo Estriado. También se denominan interneuronas 
de disparo rápido (FSI, del inglés fast-spiking interneuron).  
Figura 4. Resumen de la regulación corticoestriatal de la función motora. Los esquemas muestran los tipos neuronales 
involucrados en la regulación corticostriatal de la función motora según la vía directa (A) o indirecta (B). Las flechas verdes 
representan neuronas Glutamatérgicas, mientras que las flechas rojas representan neuronas GABAérgicas. La acción 
excitatoria o inhibitoria de las neuronas se encuentran representadas por los símbolos “+” o “-” en círculos verdes o rojos, 
respectivamente. El signo de prohibido indica la acción neuronal que se encuentra bloqueada por el correcto 
funcionamiento de la vía. Abreviaturas: N. Estriado = Núcleo Estriado; GPe = Globo Pálido Externo; GPi = Globo Pálido 
Interno; SNc = Substantia Nigra pars compacta; Glut = Glutamato. 














Clase III: consta de neuronas GABAérgicas medianas que utilizan óxido nítrico (NO, por sus siglas en 
inglés Nitric Oxide) como cotransmisor. El bloqueo de esta síntesis de NO reduce la liberación de todos 
los neurotransmisores del núcleo (GABA, glutamato, acetilcolina y dopamina). Estas neuronas son 
importantes para el funcionamiento general del estriado al modular la funcionalidad neuroquímica del 
mismo. 
Cabe destacar que la población de interneuronas colinérgicas del NE establece sinapsis con las 
neuronas GABAérgicas que inervan el GPi y GPe. La ACh tiene un efecto dual sobre las neuronas 
estriatales45. Por un lado, inhibe las neuronas MSN que inervan el GPi, las cuales consecuentemente 
reprimen las neuronas del tálamo, disminuyendo así la actividad de las neuronas corticoespinales (Figura 
5.A). Por otro lado, excita las neuronas MSN que inhiben el GPe, activando de esta forma la vía indirecta 
que regula la función motora (Figura 5.B). En definitiva, el efecto de la acetilcolina inhibe la vía directa 










Figura 5. Resumen de la regulación colinérgica de la función motora. Los esquemas muestran los tipos neuronales 
involucrados en la regulación colinérgica de la función motora según la vía directa (A) o indirecta (B). Las flechas verdes 
representan neuronas Glutamatérgicas; las flechas rojas representan neuronas GABAérgicas; las flechas celestes 
representan interneuronas colinérgicas. La acción excitatoria o inhibitoria de las neuronas se encuentran representadas 
por los símbolos “+” o “-” en círculos verdes o rojos, respectivamente. El signo de prohibido indica la acción neuronal que 
se encuentra bloqueada por el correcto funcionamiento de la vía. Abreviaturas: N. Estriado = Núcleo Estriado; GPe = Globo 













1.2.2 Control de la función motora: Regulación nigroestriatal 
La dopamina (DA) es el neurotransmisor catecolaminérgico más importante del Sistema Nervioso 
Central (SNC) de los mamíferos, ya que participa en la regulación de diversas funciones como la conducta 
motora, la emotividad y afectividad, la comunicación neuroendócrina y la ingestión de agua y 
alimentos46,47. La síntesis de este neurotransmisor comienza a partir del aminoácido L-tirosina en las 
terminales nerviosas dopaminérgicas donde se encuentran en alta concentración las enzimas 
responsables, la tirosina hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos o L-DOPA 
descarboxilasa48. Además, existen mecanismos que regulan de manera muy precisa su síntesis y 
liberación. 
Las neuronas dopaminérgicas pueden agruparse en tres grupos principales, de acuerdo a lo descripto 
por Dahlstrom y Fuxe49: neuronas A10 (área tegmental ventral), neuronas A9 (Substantia Nigra pars 
compacta) y neuronas A8 (región retro-ubral). Las neuronas A9 son de particular interés, ya que son las 
neuronas dopaminérgicas que envían sus proyecciones al Núcleo Estriado y, por tanto, las que regulan 
la función motora.  
Los receptores dopaminérgicos se encuentran ampliamente distribuidos en diversas áreas del SNC, 
aunque de manera diferencial, de acuerdo al subtipo, siendo responsables de las diversas acciones 
fisiológicas de la dopamina. Se han identificado 5 tipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos 
acoplados a proteínas G y divididos en dos familias farmacológicas denominadas D1 y D250. Los 
receptores de la familia D1 (subtipos D1R y D5R) estimulan la formación de AMPc como principal 
mecanismo de transducción de señales. Los subtipos pertenecientes a la familia D2 (D2R, D3R y D4R) 
inhiben la formación de AMPc, activan canales de K+ y reducen la entrada de iones de Ca2+ a través de 
canales dependientes de voltaje51. Los receptores D1R y D2R se expresan en las neuronas MSN 
estriatales de manera diferencial: mientras que las MSN estriatales de la vía directa expresan D1R, las 
de la vía indirecta expresan D2R. Este hecho sugiere que la dopamina podría modular de forma 
independiente la actividad de las vías directa e indirecta del funcionamiento motor y dar lugar a 
diferentes conductas motoras52. De hecho, teniendo en cuenta que la dopamina tiene un efecto 
excitatorio cuando actúa vía D1R, este neurotransmisor es capaz de promover y activar la vía directa de 
la regulación de la función motora (Figura 6.A). Por el contrario, la dopamina tiene un efecto inhibitorio 
cuando actúa vía D2R, reprimiendo la actividad de las MSN estriatales de la vía indirecta. Cuando estas 
neuronas se encuentran reprimidas, las neuronas palidales del GPe se encuentran inhibiendo las 
neuronas del núcleo subtalámico. En consecuencia, las neuronas palidales del GPi no reprimirán a las 
neuronas talámicas y por tanto aumentará la actividad de las neuronas corticoespinal (Figura 6.B). En 
definitiva, el efecto de la dopamina activa la vía directa e inhibe la vía indirecta, incrementando la 
actividad motora. 






















1.2.2 Control de la función motora: Interacción Dopamina - Acetilcolina   
Una adecuada regulación en los balances de DA y ACh en el NE es de vital importancia para asegurar 
el correcto funcionamiento del control motor53,54. Las terminales neuronales dopaminérgicas y 
colinérgicas se encuentran muy cercanas entre sí. Se cree que esta localización permite la difusión de 
neurotransmisores, permitiendo que la DA regule la actividad de las neuronas colinérgicas, y de forma 
recíproca la ACh regule a las neuronas dopaminérgicas de manera no sináptica55–57. Además, Yan y 
colaboradores han demostrado que las interneuronas colinérgicas expresan tanto D1R como D2R, 
siendo la actividad de estos receptores análogos a su función en las neuronas MSN estriatales58. De este 
modo, la activación de D2R reduce la excitabilidad de las interneuronas y, por tanto, la liberación de 
ACh. Por el contrario, la activación de D1R causa el efecto opuesto54,56,58,59. En un modelo animal de 
lesión, la ablación unilateral de las interneuronas colinérgicas (clase I) en el NE provo-ca los mismos 
efectos que la lesión unilateral en SNc por inyección de 6-hidroxidopamina (6OHDA), sugiriendo 
nuevamente que la disfunción colinérgica podría modificar las funciones neuronales dopaminérgicas60. 
Además, se ha demostrado que algunos de los síntomas de la Enfermedad de Parkinson disminuyen al 
Figura 6. Resumen de la regulación dopaminérgica de la función motora. Los esquemas muestran los tipos neuronales 
involucrados en la regulación dopaminérgica de la función motora según la vía directa (A) o indirecta (B). Las flechas verdes 
representan neuronas Glutamatérgicas; las flechas rojas representan neuronas GABAérgicas; las flechas celestes 
representan neuronas dopaminérgicas. La acción excitatoria o inhibitoria de las neuronas se encuentran representadas por 
los símbolos “+” o “-” en círculos verdes o rojos, respectivamente. El signo de prohibido indica la acción neuronal que se 
encuentra bloqueada por el correcto funcionamiento de la vía. Abreviaturas: N. Estriado = Núcleo Estriado; GPe = Globo 













inhibir la actividad de la ACh61. En consecuencia, cualquier perturbación en la regulación de la actividad 
de las neuronas dopaminérgicas y colinérgicas en NE tiene consecuencias en el control motor.  
En el envejecimiento se han demostrado alteraciones fisiológicas en el sistema nigroestriatal que 
conducen a una disfunción motora. Aunque la disminución en el número de células nigrales debido a la 
edad sigue siendo un tema controversial62–65, se ha comprobado que existe una disminución en los 
niveles de DA66 y de sus receptores, en particular del subtipo D2R67,68 en el NE. Roth y colaboradores 
demostraron que tanto la síntesis de D2R como la concentración de su ARNm disminuyen con la edad69–
73, y que el incremento en la densidad de receptores de dopamina mediante intervención farmacológica 
mejora la función motora en ratas seniles74. 
Respecto al sistema colinérgico-estriatal, se han reportado alteraciones en la interacción entre DA y 
ACh durante el envejecimiento. Zhang y colaboradores reportaron que gran parte de la disminución en 
la expresión de D2R se da en interneuronas colinérgicas75. De esta manera, esta disminución de D2R 
conduce a una desinhibición de las neuronas colinérgicas y por tanto mayor liberación de ACh y una 
menor actividad motora. Sin embargo, numerosos trabajos sugieren que el envejecimiento provoca un 
deterioro en la actividad colinérgica estriatal76–78. De hecho, se ha demostrado que los niveles de ACh 
estriatal es menor en ratas envejecidas respecto a su contraparte joven79,80. Además, la actividad de la 
enzima colinesterasa, que degrada la ACh, se encuentra disminuida en el envejecimiento81, siendo estos 
datos controversiales. 
 Estudios en ratas envejecidas han demostrado que los injertos nigrales en NE en ratas seniles 
restaura la funcionalidad de interneuronas colinérgicas a través de la activación de receptores de DA82,83 
a la vez que mejora la coordinación motora84. Estos estudios sugieren que un aumento en la densidad 
de receptores de dopamina en interneuronas colinérgicas podría ser necesario para restaurar el 
deterioro funcional en las interacciones DA-ACh y mejorar el déficit de la función motora debida a la 
edad85. 
 
1.3 ENFERMEDAD DE PARKINSON 
La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo, después de la 
enfermedad de Alzheimer, caracterizada por una pérdida selectiva y gradual de las neuronas 
dopaminérgicas de la SNc y sus proyecciones en el Núcleo Estriado, lo cual conlleva a una disminución 
en la llegada del neurotransmisor dopamina a dicho núcleo86. La degeneración progresiva de la vía DA 
nigroestriatal lleva finalmente al desarrollo de síntomas clínicos de diverso tipo, los mayormente 
descriptos son los efectos motores, que incluyen bradiquinesia (movimiento lento), inestabilidad 
postural, rigidez, temblor y marcha defectuosa. También desencadena alteraciones en la función 














cognitiva, depresión, dolor y alteraciones en la función del sistema nervioso autónomo. Actualmente, 
las terapias existentes sólo disminuyen los síntomas, pero no detienen el curso de la neurodegeneración, 
así como tampoco existen marcadores de detección temprana para arribar a un diagnóstico antes de la 
aparición de los síntomas motores. El diagnóstico confirmatorio postmortem a menudo detecta una 
pérdida masiva de neuronas DA en la SN y la presencia de inclusiones citoplasmáticas características 
llamadas cuerpos de Lewy en las neuronas supervivientes. Otra característica típica de la EP es la 
neuroinflamación, mediada fundamentalmente por células neurogliales.  
La EP afecta entre el 0,1-0,3 % de la población total en países desarrollados, y llega hasta el 3% en la 
población mayor de 65 años, afectando tanto al sexo masculino como al femenino. 
 
1.3.1 Cambios sinápticos específicos descriptos en la enfermedad de Parkinson     
En la EP, la degeneración de la vía dopaminérgica nigroestriatal ocasiona profundos cambios a nivel 
celular, morfológicos y funcionales de las vías aferentes y eferentes hacia y desde el NE, incluyendo la 
hiperactividad de la vía glutamatérgica corticoestriatal87. En el contexto de las disquiinesias, ocurre un 
incremento de la concentración extracelular de glutamato en la Substantia Nigra pars reticulata y el 
Núcleo Estriado y, como consecuencia, un aumento en la expresión del transportador de glutamato glial 
(GLT1) y la alteración en la expresión de los genes de transportadores de glutamato vesiculares (VGlut1, 
VGlut2, VGlut3). Dentro de las numerosas modificaciones en las sinapsis glutamatérgicas estriatales en 
la EP, varios estudios han reportado alteraciones en la composición de las subunidades de los receptores 
NMDA en las espinas dendríticas de las neuronas espinosas medianas88,89. Dunah y col. (2000) 
encontraron una reducción en los niveles de las subunidades GluN1 y GluN2B en las membranas 
celulares de neuronas estriatales de animales lesionados con 6-hidroxidopamina90, hallazgo que podría 
correlacionarse con una reducción de la plasticidad sináptica corticoestriatal91,92. En particular, GluN2B 
se encuentra específicamente reducido en fracciones sinápticas purificadas de ratas parkinsonianas91. 
GluN2B es una subunidad presináptica de vital importancia para la funcionalidad del receptor NMDA, 
por lo que resulta interesante resaltar que alteraciones en la misma están asociadas a una reducción en 
la interacción con la proteína de densidad post-sináptica 95 (Postsynaptic Density protein 95, PSD95), 
determinando la disfuncionalidad sináptica93. 
En resumen, en la EP, la degeneración de la vía dopaminérgica nigroestriatal resulta en profundos 
cambios funcionales y morfológicos de distintos circuitos neuronales, incluyendo las modificaciones en 














1.3.2 Modelo Parkinsoniano inducido por LPS 
El entendimiento del desarrollo y del proceso de la EP ha avanzado significativamente con el 
desarrollo de modelos animales. Estos han demostrado ser altamente efectivos reproduciendo algunos 
de los síntomas de la enfermedad. Además, su uso ha permitido el desarrollo de nuevos tratamientos 
para los síntomas de esta enfermedad y han resultado de suma utilidad para dilucidar las posibles causas 
de la misma.  Sin embargo, ninguno reproduce en su totalidad la sintomatología y/o déficits prevalentes 
de la EP, lo que dificulta el desarrollo de estrategias neuroprotectoras y el descubrimiento de 
biomarcadores para el diagnóstico de la patología en la etapa inicial de la misma.  
Entre los distintos modelos animales de la enfermedad de Parkinson, los modelos clásicos emplean 
neurotóxicos como 6-OHDA, MPTP y pesticidas para inducir la neurodegeneración de neuronas 
nigroestriatales dopaminérgicas97,98. Sin embargo, estos modelos presentan grandes desventajas: 1) el 
modelo de  6-OHDA es inespecifico, ya que también induce la degeneración de neuronas 
noradrenérgicas y serotonérgicas99–101, por lo que puede causar daño en otras partes del cerebro; 2) en 
el caso del MPTP, para llevar a cabo su efecto neurotóxico debe convertirse en el intermediario MPP+ el 
cual puede ser secuestrado dentro de vesículas, por lo que el establecimiento del modelo requiere la 
continua infusión de MPTP102,103. Además, este modelo no se ha podido establecer en ratas104; 3) Los 
modelos que emplean pesticidas como rotenona y Paraquat muestran un alto grado de toxicidad 
sistémica debido a que son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica105–108.  
Los modelos anteriormente mencionados presentan una desventaja en común, a pesar de provocar 
una respuesta inflamatoria en el cerebro, es difícil definir si la neuroinflamación es causa o consecuencia 
del daño causado a las neuronas dopaminérgicas. De hecho, se cree que la neuroinflamación no es la 
causa primaria de la muerte neuronal, sino que puede ser un evento secundario que perpetúa la 
neurotoxicidad. En contraposición, el modelo de EP inducido por LPS es el modelo más apropiado para 
estudiar el papel de la neuroinflamación en la enfermedad. 
El lipopolisacárido (LPS) es una endotoxina que se encuentra en la membrana externa de bacterias 
Gram-negativas. Este componente activa a la microglia a través de la interacción con TLR4, 
desencadenando la respuesta inflamatoria, mediante la activación de una variedad de vías de 
señalización intracelular de quinasas que llevan a la transcripción génica de factores pro-inflamatorios y 
de la enzima Óxido nítrico sintasa inducible (iNOS)109–111. A diferencia de los modelos anteriormente 
mencionados, el LPS no afecta directamente a las neuronas debido a que estas carecen de TLR4112. En 
este modelo, la neurodegeneración dopaminérgica se da como consecuencia de la acumulación de 
citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del oxígeno secretadas por la microglia113. Es por ello 














que éste es un modelo preferencial para estudiar la degeneración dopaminérgica mediada por 
inflamación114. 
El LPS ha sido administrado por diferentes vías para inducir el daño nigroestriatal, teniéndose así 
submodelos Parkisonianos inducidos por LPS de acuerdo al sitio de inyección: 
 Inyección sistémica de LPS: en este modelo, la activación de microglia se da no sólo en SN 
sino en distintas zonas del cerebro, pudiendo observarse rápidamente, luego de 3 hs post 
inyección intraperitoneal. La dosis más frecuentemente utilizada es de 5 mg/kg de animal en 
ratones (aprox 100 µg) en ratones115. Una desventaja de este modelo es que la 
neurodegeneración dopaminérgica apreciable logra observarse luego de 10 meses post 
inyección116. 
 Inyección intrapalidal de LPS: en este modelo, la activación de la microglia se da tanto en el 
Globo Pálido como en la SN. Además, esta inyección causa un aumento de los niveles de α-
sinucleina (α-syn) y su oligomerización. La α-syn induce la activación microglial, lo que puede 
llegar a provocar una actividad descontrolada de la microglia que cause efectos neurotóxicos 
sobre las neuronas117. Se utilizan dosis menores, del orden de 10 µg/animal en ratas117. 
 Inyección intraestriatal de LPS: esta vía de administración, además de inducirse la actividad 
de la microglia, provoca una disfunción mitocondria de las células en el Núcleo Estriado. La 
dosis utilizada es de 7,5 µg/animal en ratas118,119. 
 Inyección intranigral de LPS: esta vía de administración provoca la activación de la microglia 
en la SN que conduce a una neurodegeneración progresiva, preferencial e irreversible de 
hasta el 85% de las neuronas DA nigrales120,121, sin afectar a otro tipo de neuronas 
nigrales122,123. Este modelo ha sido muy utilizado para estudiar la relación entre la 
neuroinflamación mediada por las células gliales y la neurodegeneración dopaminérgica. La 
dosis utilizada varía entre 2 y 5 µg por animal en ratas124,125. 
 
1.4 NEUROINFLAMACIÓN 
El sistema nervioso central posee una característica única, ajena a cualquier otro órgano: cuenta con 
su propio sistema inmune comprendido por las células de la glía. Este hecho hace que, ante cualquier 
perturbación del ambiente, ya sea por lesiones traumáticas, isquemias, agregación proteica o por 
invasión de microorganismos, se desencadene una respuesta inflamatoria mediada por células gliales.  
Durante el envejecimiento, se observa una neuroinflamación crónica provocada por la activación de 
las células de la glía, principalmente la microglia, en respuesta a la acumulación de daño oxidativo, la 













del SNC. La liberación sostenida en el tiempo de mediadores inflamatorios, constituye un proceso 
implicado en la progresión de múltiples enfermedades neurodegenerativas. En estas condiciones, las 
células de la glia sufren cambios genotípicos y morfológicos, aumentan la secreción de mediadores 
inflamatorios como citoquinas y radicales libres, así como neurotrofinas, factores de crecimiento y 
proteínas de la matriz extracelular, que pueden favorecer la supervivencia o inducir la muerte de las 
neuronas cercanas, de las propias células gliales y de otros tipos celulares126–128. 
 
1.4.1 Microglia: conceptos y funciones generales 
Las células de la microglia constituyen los macrófagos residentes altamente versátiles en el SNC, 
comprenden del 5 al 20% de la población total de células gliales129. En 1919, Pío del Río-Hortega, 
discípulo de Ramón y Cajal, reconoció a las células microgliales como un tipo celular diferente de las 
otras células gliales. También caracterizó la transformación microglial de un fenotipo ramificado en 
células fagocíticas ameboides parecidas a macrófagos ante ciertas lesiones cerebrales130. Estas células 
derivan de progenitores de origen mesodérmico/mesenquimal provenientes del saco vitelino en el día 
embrionario 8,5 (E8,5), que migran al encéfalo desde E9,5-10,5 hasta que se forma la barrera 
hematoencefálica (E13,5-14,5)131–134. En esta etapa embrionaria, presentan una morfología ameboide 
que luego modifican y adquieren un fenotipo ramificado al invadir el parénquima del encéfalo, donde 
proliferan y se distribuyen135.  
Las células microgliales vigilan constantemente el microambiente que las circunda y responden ante 
variaciones en el medio, actuando como la primera línea de defensa del SNC. Para garantizar dicha 
defensa inmunológica del cerebro y mantener la homeostasis, la microglia es capaz de percibir una gran 
variedad de estímulos del medio que la rodea a través de múltiples receptores presentes en sus 
membranas celulares, mediando así procesos pro o anti-inflamatorios. En estos contextos, pueden 
ejercer un rol protector removiendo agentes patógenos, moléculas tóxicas, restos de matriz 
extracelular, derivados de mielina y depósitos de proteínas, cuya acumulación contribuye a la 
inflamación local e inhibe la regeneración y reparación tisular. Además, la microglia produce factores de 
crecimiento que promueven la remielinización. En otras palabras, las células microgliales constituyen 
los principales moduladores de la inflamación, cumpliendo un rol fundamental en la reolución de 
procesos infecciosos, desarrollo de enfermedades autoinmunes, respuesta al trauma, isquemia y en la 
neurodegeneración relacionada con estos procesos136,137.  
La microglia puede recibir dos tipos de señales: una señal de activación “eat me”, la cual desencadena 
la respuesta de estas células, o una señal de inactivación o permanencia en estado de vigilancia “don’t 
eat me”138–140. 














 Señales “Eat me”: presentan diversas naturalezas bioquímicas y origen. Aquí podemos 
encontrar a patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) y patrones moleculares 
asociados a células apoptóticas (ACAMPs). El reconocimiento de estas señales requiere de la 
expresión previa de receptores fagociticos conocidos como receptores de reconocimiento de 
patrones (PRRs, por sus siglas en inglés Pattern Recognition Receptors)135. Los PAMPs son 
componentes de microorganismos que inducen una fuerte respuesta inmune, como por 
ejemplo estructuras moleculares asociadas con la pared bacteriana, envoltura viral, o sus 
respectivos ADNs/ARNs141. Estos patrones son reconocidos por receptores tipo Toll (TLR), 
receptores scavenger (SR) y receptores del complemento (CR)142. El reconocimiento de 
PAMPs desencadena una respuesta proinflamatoria en las células microgliales. Los ACAMPs 
son señales provenientes de células apoptóticas, como son proteínas oxidadas de baja 
densidad, alteración en la carga eléctrica de la membrana plasmática, ácidos nucléicos y 
fosfatidilserina. Estos patrones son reconocidos por receptores SR, la inmunoglobina mucina 
4 de células T (TIM-4) de macrófagos, el receptor purinérgico P2Y6143, el receptor Fc (FcR) y 
el receptor desencadenante expresado en las células mieloides (TREM2)144. El 
reconocimiento de ACAMPs desencadena una respuesta antiinflamatoria en las 
células microgliales (Figura 7).  
 Señales “don’t eat me”: Estas señales se expresan de manera constitutiva y permanente en 
condiciones fisiológicas normales y mantienen a la microglia en un estado de vigilancia. 
Pertenecen a esta clasificación la interacción entre distintos pares ligando-receptor 
presentes en las membranas de las neuronas y las células microgliales, respectivamente: 
CD200-CD200R145, CX3CL1-CX3CR1146 y CD47-SIRP147, entre otros. En este caso, cualquier 
insulto que afecte la integridad neuronal e interrumpa alguna de estas señales es reconocido 
como una alteración de la homeostasis y por tanto desencadena la activación de la 
microglia135,139. 
 
Otra función reconocida de las células microgliales es el mantenimiento de las sinapsis. Estas células 
promueven la sinaptogénesis durante el desarrollo mediante la secreción de factores de 
crecimiento148,149, a la vez que regulan el número de sinapsis, eliminando aquellas que no son efectivas 
durante el proceso de “poda sináptica” (synaptic pruning)150,151. En el SNC adulto, las ramificaciones de 
la microglia interactúan directamente con las terminales y hendiduras sinápticas, espinas dendríticas y 
procesos astrocíticos152–154. Estas interacciones posibilitan el reconocimiento de la actividad neuronal 
y/o las alteraciones estructurales en base a las cuales la microglia facilita la eliminación o maduración 













La microglia expresa receptores para diversos neurotransmisores como glutamato, GABA, 
noradrenalina, acetil-colina y dopamina y, por consiguiente, puede detectar alteraciones en la 
concentración fisiológica de cada uno de ellos156. Un aumento o disminución de estos neurotransmisores 
es indicativo de una alteración en la actividad neuronal, percibida por la microglia como un signo de 
lesión. En general, los neurotransmisores actúan como una señal de apagado, a excepción del glutamato, 
cuya liberación en exceso resulta citotóxica e induce la muerte neuronal (proceso conocido como 







 1.4.2 Activación de las células microgliales 
En el SNC adulto sano, la microglia “en estado de vigilancia” presenta una morfología ramificada. El 
soma de estas células permanece en un sitio determinado, prácticamente sin migrar. Por el contrario, 
los procesos celulares presentan una alta motilidad, presentando ciclos continuos de elongación y 
acortamiento de los mismo. Esta dinámica estructural permite a la microglia examinar continuamente 
el ambiente que las rodea141. Así, la microglia se distribuye de manera tal que sus ramificaciones cubren 
gran parte del volumen del parénquima cerebral adulto sin que sus dominios se superpongan157. Sin 
embargo, ante un cambio en la homeostasis, ya sea debido a una alteración en la actividad neural, lesión, 
Figure 7 Receptores fagocíticos expresados por las células. La microglia reconoce patrones estructurales específicos 
mediante diferentes receptores fagocíticos que conducen a una respuesta pro o antiinflamatoria. Los receptores 
microgliales reconocen diferentes patrones estructurales de patógenos microbianos como PAMP, receptores tipo Toll (TLR), 
el receptor Fc (FcR), el receptor del complemento (CR) o los receptores scavenger (SR) que conducen a una respuesta 
proinflamatoria (izquierda). Los ACAMP, incluyendo la fosfatidilserina (PtdSer) expresada por las células apoptóticas, actúan 
a través de receptores microgliales como el receptor desencadenante expresado en células mieloides (TREM2), los 
receptores purinérgicos (P2Y6), FcR, Tim4 o SR y conducen a la captación de esas células apoptóticas. En este caso, la 
fagocitosis se asocia con la respuesta microglial antiinflamatoria. Illustración modificada de Napoli y Neumann, 2009142. 














infección o enfermedad degenerativa, la microglia responde rápidamente mediante un proceso 
denominado “activación microglial”, modificando su perfil transcripcional, funcional y morfológico. En 
contraste con la microglia “en vigilancia”, la microglia “activada” presenta un fenotipo ameboide, con 
un soma más grande y procesos reducidos136,158,159. Además, esta microglia presenta una elevada 
capacidad migratoria, que le permite dirigirse al foco de inflamación, y una alta capacidad proliferativa 
y fagocítica135. Dependiendo del balance de las señales detectadas, la microglia puede promover la 
neurodegeneración en el medio circundante o, por el contrario, cumplir un rol neuroprotector y 
regenerativo160,161. 
Se han propuesto dos categorías de activación microglial: clásica o alternativa126,158,160,162. La 
activación por la vía clásica se da tras la estimulación de, entre otros, receptores TLR por sus ligandos o 
por la acción de IFNγ o citoquinas producidas por linfocitos Th1 (como IL-1β y IL-6). Este proceso 
desencadena la liberación de citoquinas proinflamatorias y aumenta la expresión de la enzima inducible 
óxido nítrico sintasa (iNOS), que promueve la síntesis de óxido nítrico. Esta microglia se conoce como 
proinflamatoria (M1) y se caracteriza por presentar un  perfil secretor con elevada expresión de 
moléculas presentadoras de antígeno (MHCII, CD86, receptores Fcγ), liberación de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-12, TNFα) y producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, 
creando así un entorno citotóxico que conduce a la neurodegeneración del microentorno 
circundante126,160,162,163. En cuanto a la activación alternativa, se ha descripto que la microglia estimulada 
con citoquinas producidas por linfocitos Th2 (como IL-4 y IL-13), así como IL-10 y TGFβ induce la 
secreción de más citoquinas antiinflamatorias y aumenta la expresión de receptores relacionados con la 
inhibición de la inflamación, la recuperación de la homeostasis y la regeneración neuronal164,165. Esta 
microglia se conoce como antiinflamatoria (M2) y se caracteriza por presentar un perfil secretor con 
elevada liberación de citoquinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, TGFβ, IGF1, VEGF) así como un aumento 
de la expresión de la enzima Arginasa 1126,158,162,166. Esta enzima compite con la iNOS por el aminoácido 
L-Arginina y lo metaboliza a L-Ornitina, el cual luego es utilizado para la producción de colágeno y 
poliaminas empleados en la proliferación y reparación tisular167–169. De este modo, la microglia M2 
disminuye la inflamación del ambiente circundante y promueve la síntesis de los componentes de la 
matriz extracelular, favoreciendo así los procesos de reparación de tejidos y cicatrización de heridas.  
Dados los efectos opuestos de la microglia M1 y M2 sobre el tejido, es de vital importancia que la 
actividad microglial se encuentre bajo una estricta regulación de modo de asegurar la eliminación de 
elementos dañinos sin amenazar a las células sanas. En este sentido, los individuos jóvenes y sanos 
presentan una regulación bien equilibrada de la actividad microglial, mientras que, con el 













1.4.3 Microglia y envejecimiento 
Como se mencionó en la sección 1.1.2 de la introducción, el envejecimiento cerebral presenta 
alteraciones celulares y moleculares de distintos tipos, siento las células de la microglia una de las 
poblaciones afectada.  Los estudios pioneros de Streit y colaboradores demostraron que, conforme un 
individuo envejece, su microglia comienza a adoptar una morfología distrófica o senescente. Estas 
células están caracterizadas por presentar fragmentación del citoplasma y procesos acortados y 
tortuosos o sin ramificaciones172,173. Además, la microglia senescente sufre un proceso de degeneración 
debido a la edad que provoca la pérdida de sus funciones neuroprotectoras, contribuyendo al 
establecimiento de enfermedades neurodegenerativas174. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que 
la microglia envejecida presenta una capacidad migratoria y fagocítica reducida, menor producción de 
factores neurotróficos y es más insensible a estímulos170,174–179. Estas alteraciones conducen a una menor 
vigilancia del medio circundantes y una regulación sináptica deteriorada178. La microglia envejecida 
presenta un patrón de activación desbalanceado hacia un estado pro-inflamatorio. Se ha visto que en el 
envejecimiento hay un marcado incremento en la producción y secreción de IL-1β, IL-6 y TNFα por parte 
de la microglia170,180 y una mayor expresión de PRRs tales como TLR y CD14181. Se ha observado, además, 
que esta microglia es incapaz de regular este desbalance y cambiar su estado de activación a un fenotipo 
antiiflamatorio M2 para regular el ambiente pro-inflamatorio del envejecimiento182,183. En conclusión, 
las alteraciones que sufre la microglia durante el envejecimiento contribuyen a la pérdida de la 
homeostasis y al establecimiento de un ambiente pro-inflamatorio característico del envejecimiento. 
 
1.5 TERAPIA GÉNICA 
1.5.1 Aspectos generales. 
En general, se define a la terapia génica como la transferencia de material genético con fines 
terapéuticos. Alternativamente, se la puede definir como el tratamiento de enfermedades, hereditarias 
o adquiridas, mediante la transferencia in vivo de polinucleótidos que alteran la expresión de proteínas 
específicas resultando en un beneficio terapéutico184,185. Este objetivo puede lograrse mediante la 
producción de una proteína o ARNm, por reemplazo o suplementación del producto de un gen que está 
ausente o defectuoso185. Asimismo, el beneficio terapéutico puede lograrse mediante la supresión de 
genes, ARNm o por la interacción con proteínas (aptámeros) resultando en el bloqueo selectivo de la 
expresión o de la actividad de una proteína implicada en la enfermedad186. 
La terapia génica puede realizarse por medio de estrategias “ex vivo” o “in vivo”. En las estrategias 
“ex vivo”, al paciente se le extraen las células blanco o las células madre e in vitro se les transfiere el 
material génico (terapéutico). Luego, estas células son reinsertadas en el organismo. Estos métodos 














mejoran la eficiencia de la transferencia génica y minimizan la respuesta inmunológica. Sin embargo, 
están limitados a las células que están disponibles para su extracción o al cultivo a partir de células 
madre187. En las estrategias “in vivo”, el material génico se administra directamente al paciente 
utilizando distintos métodos de transferencia de ácidos nucleicos188. 
Las moléculas terapéuticas codificadas por ácidos nucleicos presentan una ventaja significativa 
respecto de las drogas actualmente disponibles mediante el reconocimiento selectivo de los blancos 
moleculares proporcionando una elevada especificidad de acción186. Por consiguiente, en los casos en 
los cuales la terapia génica involucra la corrección de la disfunción de un gen a través de la introducción 
y expresión de su copia correcta, se obtiene como resultado la producción de una única proteína. 
Análogamente, cuando la terapia génica involucra el silenciamiento de genes, sólo los genes 
seleccionados son apagados, asegurándose la especificidad en el control de la enfermedad. De este 
modo, la disponibilidad de proteínas terapéuticas mediante la terapia génica tiene la capacidad 
potencial de mejorar la eficacia, la conveniencia y la efectividad de costo en el tratamiento de una 
variedad de enfermedades. 
Una limitación de la terapia génica como estrategia terapéutica es que la captación celular de 
moléculas de ADN desnudo es un proceso ineficiente. Estas moléculas son inestables in vivo por ser 
rápidamente degradadas por exo- y endonucleasas hidrolíticas186. Consecuentemente, se han 
desarrollado numerosas estrategias de transferencia de polinucleótidos, tanto in vitro como in vivo, para 
facilitar la inserción de estas moléculas en las células blanco y para protegerlas de la degradación celular. 
El tipo de molécula terapéutica y el propósito clínico que se persigue, determinan la elección de la 
estrategia a utilizar.    
El mayor desafío de la terapia génica es el desarrollo de métodos que transfieran un gen terapéutico 
(transgén) a las células seleccionadas y que logren una apropiada expresión del gen. Un método óptimo 
de transferencia génica debe lograr, como mínimo, tres objetivos: (1) proteger al transgén de la 
degradación por las nucleasas en la matriz extracelular, (2) transportar el transgén a través de la 
membrana plasmática y, si es necesario, introducirlo al núcleo de las células blanco, y (3) no generar 
efectos perjudiciales189. 
Los métodos de transferencia de ácidos nucleicos (Tabla 1) pueden ser clasificados en físicos y en 
vectoriales. Generalmente, los métodos físicos inducen lesiones transitorias o defectos en la membrana 














Tabla 1. Principales métodos de transferencia de ácidos nucleicos184,186,189 
Físicos 
● Mecánicos: Microinyección y Bombardeo de partículas 








● Sistemas poliméricos (polímeros catiónicos) 
● Sistemas liposomales, por ej.: inmunoliposomas, liposomas catiónicos  
● Híbridos lípido-polímeros 
● Lípidos catiónicos, por ej.: Lipofectamina 
● Nanopartículas, por ej.: poliméricas, de oro, magnéticas 
Virales 
● Vectores adenovirales 
● Vectores retrovirales y lentivirales 
● Vectores herpéticos 
● Vectores adenoasociados 
 
Los sistemas de transferencia génica vectoriales, como su nombre lo indica, utilizan vectores 
(vehículos) para administrar los ácidos nucléicos. Los vectores virales provienen de virus que fueron 
modificados genéticamente con el fin de impedir que se repliquen dentro de las células huésped. A 
diferencia de los vectores no-virales, estos vectores presentan una elevada eficiencia en la transferencia 
de ácidos nucléicos. Ésta es la principal ventaja de la utilización de virus como vectores de transferencia 
génica. Sin embargo, también poseen desventajas, tales como la respuesta inmune que desencadenan, 
la limitación en el tamaño del transgén que pueden transportar, lo dificultoso de su producción a escala 
industrial y la potencial mutagénesis insercional que pueden producir (lo cual depende del tipo de vector 
viral utilizado)184,186,189. Los principales tipos de vectores virales en uso son los retrovirus, adenovirus 
(Ad), lentivirus (derivados del VIH), vectores herpéticos y vectores adeno-asociados (AAV).  
Actualmente, más del 60% de los ensayos clínicos de terapia génica que se están conduciendo 
emplean vectores virales, de los cuales el 60% son vectores adenovirales y retrovirales 
(http://www.abedia.com/wiley/vectors.php).  
 
1.5.2 Vectores Adenovirales  
Las partículas adenovirales consisten en una cápside icosaédrica desnuda de 70 a 100 nm de 
diámetro, la cual encapsula el ADN genómico de doble cadena190 (Figura 8).  
Se han aislado más de 51 serotipos de adenovirus en humanos y no humanos y se los han clasificado 
en subgrupos (de la A a la F). Los adenovirus pueden infectar células de diversos tejidos, tales como las 














vías respiratorias, urinarias, los ojos y el hígado. En humanos, los adenovirus causan infecciones 
oculares, respiratorias en vías aéreas superiores (subgrupo C) e intestinales y no son oncogénicos.  
 
Figura 8. Esquema de la estructura del adenovirus tipo 5. 
 
La infección viral se inicia con el reconocimiento e interacción específica entre proteínas de la cápside 
viral y receptores de la superficie de la célula blanco. De este modo, el ingreso del virus a las células 
blanco, mediante este proceso de reconocimiento e interacción altamente selectivo, es un paso 
limitante para que se desarrolle un ciclo de infección exitoso. 
 Entre los más de cincuenta serotipos descriptos191, el más comúnmente utilizado como vector para 
la transferencia de genes es el adenovirus serotipo 5 (Ad5)192. Los Ad5 se unen a la célula blanco por la 
interacción del botón terminal de la fibra viral con receptores celulares de superficie de alta afinidad 
para adenovirus y virus coxsackie B, denominados CAR (Figura 9.A). Los CAR son un tipo de proteína 
transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas que intervienen en la endocitosis de la 
mayor parte de los adenovirus193, siendo las integrinas (αvβ1, αvβ3, αvβ5 y α3β1) de la célula hospedadora 
co-receptores que median también el ingreso de los adenovirus a la célula.  
Las vesículas con viriones en su interior se incorporan a la vía endosomal y posteriormente se libera 
el virión al citoplasma para finalmente, el virión se une específicamente al complejo del poro nuclear y 
el ADN viral ingresa al núcleo (Figura 9.A)194, donde el genoma viral permanece en un estado no 
integrado o episómico y comienzan los procesos de transcripción de los genes virales y de replicación 


























Se han desarrollado diversas estrategias para la generación de vectores adenovirales recombinantes 
(RAds), las cuales se basan en efectuar modificaciones en el genoma viral en el que subsecuentemente 
se clona el transgen de interés. Los primeros vectores adenovirales (RAds) en construirse se basaron en 
adenovirus a los que se les suprimieron genes de expresión temprana E1 o E1 y E3 del genoma viral, 
denominados vectores adenovirales de primera generación (Figura 9.B y Figura 10). La eliminación de la 
región E1 impide la replicación del virus y generación de progenie195,196, la supresión de la región E3 
Figura 9. Esquemas del ciclo de infección de los adenovirus salvajes y de vectores adenovirales recombinantes. (A) Los 
adenovirus salvajes se unen a la superficie celular, primero mediante la interacción CAR-fibra viral y luego por la interacción 
integrina-pentón base (I), que desencadena una cascada de señales y la endocitosis de los viriones en vesículas recubiertas 
de clatrina (II). El endosoma se acidifica, lo que causa cambios en la cápside, resultando en la liberación de las fibras, el 
desensamble de los vértices y la exposición de proteínas estructurales (III). Se produce la lisis de la membrana endosomal 
y el escape de los viriones parcialmente desensamblados (IV). Estos viriones se unen a proteínas del citoesqueleto y llegan 
a la membrana nuclear donde se unen al complejo del poro nuclear, lo que resulta en el desensamble de la cápside y en la 
liberación del genoma viral dentro del núcleo de la célula hospedadora (V). En el núcleo, el genoma viral permanece como 
un episoma, donde se replica y se traducen sus proteínas. El ADN viral es empaquetado y la cápside se ensambla en el 
núcleo, de esta manera se genera la progenie viral, que lisa la célula infectada. En la parte inferior de la figura se observa 
la representación del genoma del adenovirus salvaje que consta de los ITRs, la señal de empaquetamiento (Ψ) y todos los 
genes, incluyendo las regiones E1 y E3. (B) Los RAds entran a la célula blanco mediante los mismos pasos que los Ad salvajes 
(I a V). Sin embargo, una vez que el ADN viral, portador del trasgen de interés, se encuentra como un episoma en el núcleo, 
no se produce la replicación del ADN (debido a que carecen de la región E1), ni se producen nuevas partículas virales. Por 
lo tanto, el transgen se expresa produciendo grandes concentraciones de la proteína recombinante (típicamente 
detectable dentro de las 24 hs). En la parte inferior se observa la representación del genoma del RAd que carece de las 
regiones E1 y E3 (ΔE1 y ΔE3) y contiene el resto de los genes virales, los ITRs, la señal de empaquetamiento y, en la región 
ΔE1, el casete de expresión del transgen de interés, con un promotor y una señal de poliadenilación (polyA). 
 














genera más espacio dentro del genoma para clonar secuencias exógenas (hasta 7,5 kb)197. En 




El sistema utilizado para construir RAds de primera generación (Microbix Company) se basa en la 
recombinación homóloga dirigida por la acción de la FLP recombinasa. En este proceso, se recombinan: 
1) un plásmido shuttle, el cual contiene los extremos ITR del genoma del adenovirus, la señal de 
encapsidación, el cassette de expresión del transgen en el lugar de la región E1 y el sitio FRT de 
reconocimiento enzimático y 2) un plásmido genómico, el cual consiste en la mayor parte del genoma 
del adenovirus salvo por las regiones E1 y E3, siendo además portador del cassette de expresión de la 
FLP recombinasa. La amplificación de estos vectores sólo puede llevarse a cabo en líneas celulares que 
contengan la región genómica E1 faltante necesaria para iniciar la replicación198, como la línea 
transgénica derivada de riñón de embrión humano 293 (HEK293). 
Un factor importante a considerar para los estudios in vivo, con animales de experimentación, es la 
duración de la expresión del transgén mediada por los adenovirus. Generalmente, el nivel de expresión 
del transgén tiene un pico durante los días 1 a 7, dependiendo del tejido y de la zona de inyección y 
disminuye rápidamente a valores indetectables durante la tercera a quinta semana. 
Los RAds cuentan con algunas ventajas respecto a los otros vectores virales: i) son capaces de 
transducir eficientemente un amplio rango de tejidos y tipos celulares, en estado proliferativo o 
quiescente; ii) poseen una gran capacidad de clonado; iii) son fáciles de manipular en el laboratorio; iv) 
son factibles de producirse en títulos elevados; v) el genoma de los RAds no se integra al genoma de la 
célula huésped, permanece en un estado episómico, descartando el riesgo de mutagénesis insercional; 
y vi) poseen una alta eficiencia de expresión génica190,195,196. Sin embargo, los vectores Ad poseen una 
importante limitación, la intensa respuesta inmune que inducen en el hospedador, dirigida contra la 
partícula viral y las células infectadas. Como consecuencia de dicha respuesta se limita la duración de la 
Figura 10. Representación esquemática de la organización genética de los adenovirus y sus respectivos vectores. En los 
vectores Ad se indica la localización de la inserción del casete portador del transgen. ITR, repeticiones invertidas 














expresión del transgén (la cual generalmente es transitoria). Sin embargo, elegimos para el presente 
trabajo a los vectores adenovirales de primera generación en base a las siguientes razones: 
1) Se consideraron las ventajas, antes mencionadas, de los Ad respecto a los otros vectores virales y 
se especuló que la respuesta inmune desencadenada por estos vectores, su principal desventaja, podría 
verse atenuada al implementar la terapia génica en el cerebro, un sitio de inmunoprivilegio. 
2) Durante los últimos 15 años hemos desarrollado la tecnología necesaria para la construcción de 
vectores adenovirales recombinantes de primera generación, por lo que esta tecnología estaba bien 
establecida en nuestro laboratorio al momento de trazarse los objetivos de esta tesis. 
 
1.6 FACTORES TRÓFICOS 
1.6.1 Factor de Crecimiento símil Insulina tipo 1 (IGF1) 
El factor de crecimiento insulino símil tipo 1 (IGF1, Insulin like growth factor 1) (Figura 11) es una 
hormona polipeptídica que pertenece a la superfamilia de la insulina199 y es sintetizado en múltiples 
órganos incluyendo hígado, pulmones, riñones, timo, corazón, músculo, gónadas y cerebro200. Sin 
embargo, la mayor parte del IGF1 circulante es secretado por el hígado en respuesta a la hormona de 
crecimiento201,202. De esta forma, el IGF1 media la actividad anabólica y mitogénica de dicha hormona, 
ejerciendo acción parácrina en los diferentes tejidos203. 
 
Figura 11. Estructura del IGF1 
 
En el medio extracelular, el IGF1 se une a proteínas de unión a los factores de crecimiento símil 
insulina (IGFBPs). Aproximadamente el 90% del IGF1 en sangre se encuentra unido a IGFBPs204, por lo 
que estas proteínas son capaces de regular la cantidad de IGF1 disponible y prolongar su vida media en 
circulación. Además, las IGFBPs modulan el transporte del IGF1 hacia células y tejidos determinados, 














inhiben o facilitan la interacción con sus receptores específicos al regular su disponibilidad y, por ende, 
la acción mitogénica y anabólica del IGF1 en sus células diana205,206.  
La mayoría de las funciones biológicas del IGF1 son mediadas a través de la unión a su receptor IGF1-
R: un receptor heterotetramérico compuesto de 2 subunidades α extracelulares y 2 subunidades β 
transmembrana. Ambas subunidades α poseen sitios de unión al IGF1 y están conectadas por puentes 
disulfuro, mientras que las cadenas β poseen un dominio extracelular pequeño, un dominio 
transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa, responsable de la transducción 
de señales207. La unión del IGF1 a su receptor provoca que este último se fosforile activando 
principalmente la ruta de Akt, pero también otras como mTOR, MAPK, GSK3β, FOXO, HDM2, Grb2 y Shc. 
Todas estas rutas se encuentran directamente relacionadas con la supervivencia celular y la 
proliferación207–209. Además, debido a la gran homología que existe con la insulina, el IGF1 es capaz de 
unirse a su receptor (IR), aunque con menor afinidad, y activarlo. Tanto IR como IGF1-R fosforilan 
proteínas sustrato del receptor de insulina (IRS, insulin receptor substrate), principalmente IRS-1 a IRS-
4, y proteínas Shc, activando las dos principales cascadas moleculares210: 
1) Los IRSs fosforilados activan la vía de la enzima fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), la cual 
media el transporte de glucosa, síntesis de glucógeno, síntesis proteica y mitogénesis, a la 
vez que inhibe la apoptosis211–214. 
2) La fosforilación de la proteína adaptadora Grb2 conduce a la activación de la proteína G-
Ras, que finalmente activa a la cascada de la vía Erk/MAPK. Esta cascada está relacionada 
con la diferenciación celular215,216 y con la regulación de la maquinaria de apoptosis217.  
En la figura 12 se muestran las rutas intercelulares mediadas por IGF1. 218 
 













1.6.1.1 Funciones fisiológicas del IGF1 en el Sistema Nervioso Central 
En el SNC, el IGF1 es producido por distintos tipos celulares, principalmente por las células de la 
microglia, y en segundo lugar por astrocitos y neuronas. Durante el desarrollo del SNC, los IGFs y IGF-R 
se expresan ampliamente de una manera temporal específica. La expresión de IGF1 alcanza su punto 
máximo perinatalmente y disminuye a lo largo de la vida, aunque persiste en regiones cerebrales donde 
se han descriptos nichos neurogénicos, como son el cerebelo, el bulbo olfatorio y el giro dentado. Sin 
embargo, los niveles son mucho más bajos que en etapas tempranas219. 
El IGF1 circulante es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica (BBB, por sus siglas en inglés 
Blood Brain Barrier) cuando es requerido220, este proceso inicia con la liberación de glutamato en 
regiones activas, induciendo: i) vasodilatación que, al aumentar el flujo sanguíneo promueve la 
captación de IGF1 y ii) aumento de la actividad de la metaloproteasa 9, la cual cliva la IGFBP unida al 
IGF1, quedando éste libre para interactuar con su receptor en la célula endotelial. El IGF1 es entonces 
transportado desde las células endoteliales a las células de la glia, quienes luego lo liberan al medio 
extracelular221, proceso denominado transcitosis. 
Estudios con ratones transgénicos deficientes en IGF1 han demostrado que este factor es esencial 
para el correcto desarrollo del SNC222,223. En cultivos primarios neuronales y de líneas celulares 
neuronales, se observó que el IGF1 posee acciones neurotróficas, tales como la proliferación celular, la 
supervivencia, el crecimiento de las neuritas y la diferenciación223–226. También se ha demostrado que el 
IGF1 es un modulador específico de la formación de sinapsis, la liberación de neurotransmisores y la 
excitabilidad neuronal227,228. 
El IGF1 es un potente factor neurotrófico y neuroprotector de gran interés para el rescate neuronal 
en procesos neurodegenerativos229. Se ha demostrado que, en respuesta a diferentes daños, el cerebro 
aumenta la producción de factores de crecimiento, entre ellos el IGF1230. Así, la lesión electrolítica del 
hipocampo induce un aumento del IGF1 extracelular en la zona lesionada231; de manera similar, en 
condiciones de daño citotóxico del hipocampo, la microglia de esta región aumenta sustancialmente la 
producción del IGF1232. Además, se ha reportado que, en situaciones de estrés oxidativo, el IGF1 ejerce 
una acción protectora sobre los astrocitos colaborando en la neuroprotección233. Estos hallazgos han 
impulsado el estudio de los efectos del IGF1 frente a diversos tipos de injuria. 
El descenso progresivo en los niveles cerebrales de IGF1 con la edad está relacionado con el deterioro 
de las funciones fisiológicas asociadas al envejecimiento y a otras enfermedades neurodegenerativas. 
En la enfermedad de Parkinson, por ejemplo, el IGF1 demostró estar involucrado en la protección 
neuronal contra la degeneración que presentan las neuronas dopaminérgicas en esta patología234,235. 
Además, en la esclerosis lateral amiotrófica, una enfermedad caracterizada por una progresiva 














disminución de motoneuronas, estudios preclínicos han evidenciado que el IGF1 es capaz de atenuar la 
pérdida neuronal y mantener las sinapsis y las uniones neuromusculares236.  
El IGF1 ha sido utilizado en diferentes modelos experimentales con fines neuroprotectores, 
obteniéndose resultados prometedores. Se ha visto que en ratas seniles la administración del IGF1 
restaura la tasa de neurogénesis en el hipocampo237 y, parcialmente, su déficit cognitivo238. Además, la 
inyección de IGF1 en un modelo de ataxia por desaferencia del cerebelo es capaz de promover la 
reinervación, recuperándose la actividad motora total239. Más aún, el IGF1 cumple un rol neuroprotector 
en modelos de hipoxia-isquemia, donde es capaz de reducir la pérdida de neuronas colinérgicas y 
GABAérgicas240. 
En conclusión, la evidencia existente sobre el empleo de IGF1 como agente neuroprotector, respalda 
la utilización del mismo con fines terapéuticos. 
 
1.6.1.2 Terapia génica con IGF1 
Nuestro grupo de investigación ha fijado como objetivo de estudio combatir los efectos deletéreos 
del envejecimiento en ratas seniles mediante la implementación de la terapia génica con IGF1, 
empleando vectores adenovirales recombinantes para administrar el gen. Hemos demostrado que la 
inyección intracerebroventricular (ICV) de los RAds representa una estrategia efectiva para incrementar 
los niveles de IGF1 en el LCR. Los RAds inyectados ICV transducen a las células del epéndimo que luego 
sobreexpresan el transgen transportado por el virus (Figura 13). En el caso del RAd-IGF1, la inyección 
ICV del mismo conduce a la sobreexpresión de IGF1 en las células ependimarias que luego lo secretan, 
aumentando la concentración de este factor hasta 4 veces luego de 20 días de inyección241. Desde 
entonces, hemos implementado terapia ICV con RAds-IGF1 en ratas seniles, obteniendo resultados 
prometedores: hemos demostrado que la terapia es capaz de mejorar el desempeño motor242; se 
evidenció una mejora significativa en la memoria espacial de ratas seniles, junto con un incremento de 
la neurogénesis y de la arborescencia astrocitaria hipocampal243. Nuestro grupo también reportó, 
empleando secuenciamiento de ARN total de hipocampo, una expresión diferencial de numerosos genes 
relacionados con la plasticidad sináptica y función neuronal en general en ratas seniles tratadas con RAd-
IGF1244. 
Complementariamente, demostramos que la terapia génica intrahipotalámica para IGF1 en ratas 
seniles revirtió de manera efectiva la hiperprolactinemia de los animales a la vez que restauró el número 
de neuronas dopaminérgicas en el hipotálamo245. En un trabajo adicional de nuestro laboratorio, se 













edad, reproductivamente competentes; la sobreexpresión de IGF1 en el hipotálamo medio basal de 
ratas hembras de mediana edad prolongó la función ovárica246. 
En base a estos resultados, consideramos que el estudio de la terapia génica con IGF1 como abordaje 









Figura 13. Expresión de RAd-GFP en las células del epéndimo de los ventrículos. El panel de la Izquierda muestra una 
fotografía a 40x de la expresión de GFP en las células del epéndimo de los ventrículos laterales (LV) y en el tercer ventrículo 
(3V) y dorsal (D3V). En el panel de la derecha se muestra una fotografía de la expresión de GFP en 3V a mayor aumento 


























El objetivo general en el que se enmarca la presente Tesis Doctoral es el estudio de cambios gliales 
observados en el envejecimiento y en el modelo de Enfermedad de Parkinson inducido por LPS, así como 
también en el desarrollo de estrategias terapéuticas antiinflamatorias que permitan prevenir y/o 
subsanar alteraciones funcionales y estructurales relacionadas con la edad y en condiciones patológicas. 
En este contexto, el uso de terapia génica con potentes moléculas neuroprotectoras, como el IGF1, 
emergen como abordajes terapéuticos promisorios. 
 
2.1 HIPÓTESIS 
Las hipótesis centrales de la presente tesis son: 
 
 El envejecimiento cerebral modifica el número y el fenotipo de las células microgliales.  
 La rata hembra senil de 28 meses, constituye un modelo natural de envejecimiento, 
presentando gliosis en regiones cerebrales involucradas con la Enfermedad de Parkinson. 
 La inyección intranigral de LPS causa activación glial hacia un fenotipo pro-inflamatorio. 
 Los cambios de la microglia debidos al envejecimiento y a la activación por LPS modifican la 
homeostasis cerebral pudiendo llevar a neurodegeneración dopaminérgica y alteración 
conductual. 
 La terapia génica con IGF1 constituye una estrategia efectiva para la modulación de las células 
microgliales senescentes debido a su potencial anti-inflamatorio.  
  El IGF1 polariza a la microglia hacia un fenotipo anti-inflamatorio y neuroprotector 




















2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Los objetivos específicos propuestos fueron los siguientes: 
1- Estudiar el efecto de la terapia génica con IGF1 sobre las células microgliales en distintas zonas 
del cerebro empleando   el modelo animal de envejecimiento fisiológico. 
1.a Caracterizar morfológica y fenotípicamente a la microglia senescente. 
1.b Investigar el efecto sobre el desempeño motor.  
2- Evaluar el efecto de la terapia sobre las funciones de la microglia y su ambiente circundante. 
2.a Estudiar la actividad fagocítica de la microglia. 
2.b Caracterizar el patrón de expresión molecular del microambiente. 
3- Establecer un modelo de enfermedad de Parkinson asociado a neuroinflamación inducida por 
inyección intranigral de LPS. 
3.a Evaluar el déficit motor. 
3.b Estudiar el efecto sobre la microglia y las neuronas dopaminérgicas. 


















CAPÍTULO III: MATERIALES Y MÉTODOS   




















En el presente trabajo de Tesis Doctoral se utilizaron animales generados en el bioterio del Instituto 
de Investigaciones Bioquímicas de La Plata “Profesor Doctor Rodolfo R. Brenner” (INIBIOLP, La Plata, 
Argentina). Los animales experimentales fueron los siguientes: 
- Ratas Sprague-Dawley hembra de 28 meses de edad. Estos animales se utilizaron en los 
estudios de terapia génica con IGF1 en el modelo de rata hembra senil. 
- Ratas Sprague-Dawley machos de 4 meses de edad. Estos animales se utilizaron en los 
estudios de terapia génica con IGF1 en el modelo Parkinsoniano inducido por inyección de LPS 
intranigral. 
Los animales se alojaron en una habitación con temperatura controlada (22-24 °C), ciclos de 12 hs de 
luz / 12 hs de oscuridad (luces de 8 am a 8 pm), con alimento y agua disponibles ad libitum. Los 
experimentos se realizaron de acuerdo con las normas de bienestar animal del NIH (A5647-01). Nuestros 
protocolos animales fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio (CICUAL) de la FCM, UNLP (Protocolo #T09-01-2013). 
 
3.2 Reactivos 
3.2.1 Para tratamientos in vivo 
- Lipopolisacárido de E. coli isotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich, #102M4017V). 
- Tramadol (10 mg/kg de peso corporal, ip) 
- Ketamina (40 mg/kg de peso corporal, ip) 
- Xilacina (8 mg/kg de peso corporal, im) 
3.2.2 Para el procesamiento del tejido 
- Paraformaldehído (Biopack). 
- Sacarosa (Anedra, #AN00711809). 
- Etilenglicol (Biopack) 
3.2.3 Para inmunohistoquímica 
- Na2HPO4 (Biopack) 
- NaH2PO4 (Biopack) 
- Solución de Lavado (0,3% Triton X-100 en PB 0,1 M) 
- Tritón X-100 (Biopack) 
- Metanol (Biopack) 


















- Suero normal de caballo (Natocor) 
- Kit ABC universal Vectastain® (Vector Laboratories, PK-6100) 
- 3,3-Diaminobenzidina tetrahidrocloruro (Sigma-Aldrich Química, #SBLF8928V). 
- Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific, 00-4958-02) 
- Bálsamo de Canadá (Biopack) 
3.2.4 Para la extracción de proteínas y Western Blot 
- Buffer de extracción de proteinas T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher 
Scientific, #78510) 
- Inhibidor de proteasas (Cell Signaling, #5871) 
- EDTA 0.5 M (Cell Signaling, #7011) 
- Kit comercial Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, #23225) 
- Buffer de siembra Blue Loading Buffer  (New England Biolabs, #B7703S) 
- 10x Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad, #1610732) 
- 10x Tris/Glycine Buffer (Bio-Rad, #1610734) 
- Geles Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels en gradiente de 4-20% (Bio-Rad, #4561095) 
- Membrana de transferencia de PVDV (Bio-Rad, #1620174) 
- Tris Base (Sigma-Aldrich Saint Louis, MO, EE.UU.) 
- Cloruro de Sodio (Merck, #106404) 
- Tween-20 (Sigma, #P7949) 
- Seroalbúmina bovina (Sigma, # A7030-500G) 
- SignaliFireTM Elite ECL Reagent (Cell Signaling #12757S) 
- Placa radiográfica (Blue Autoradiography Film, Santa Cruz sc-201696) 
3.2.4 Para la extracción de ARN, retrotranscripción (RT) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
- Trizol (Roche, #ET101-01) 
- Cloroformo (Biopack) 
- Isopropanol (Biopack) 
- Etanol (Biopack) 
- Monarch® Total RNA Miniprepr Kit (New England Biolabs, #T2010S) 
- Retrotranscriptasa MMLV (Promega, cat # 9PIM170).  
- Sybr Green (Roche) 
- Random Primers (Roche) 
- Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, #E3005) 




















- Vibrátomo (Leica Microsystems) 
- Agitador orbital TS-1000 (Arcano) 
- Microscopio directo de epifluorescencia Olympus BX-51 
- Microscopio Confocal Nikon Eclipse E400 
- Mini-PROTEAN® Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad) 
- Trans-Blot® Turbo Transfer System  (Bio-Rad, #1704150) 
- Vortex ZX4 (Velp Scientifica) 
- Agitador de movimiento basculante MultiShaker FMS2 (FinePCR) 
- Cassette de revelado para Western Blot (Konica) 
- Fotómetro para microplacas Multiskan™ FC (Thermo Fisher Scientific) 
- Espectofotómetro NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific) 
- ThermoMixer® (Thermo Fisher Scientific) 
- Termociclador Mastercycler® Nexus (Eppendorf) 
- Termociclador CFX Connect™ Real-Time System (Bio-Rad) 
- Termociclador Stratagene Mx3000P (Thermo Fisher Scientific) 
- Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
 
3.4 Anticuerpos  
Anticuerpo Marcaje Huésped Distribuidor Dilución de trabajo 



























Bassoon Proteína presináptia Ratón Enzo #SAP7F407 1:600 
VAChT 
Transportador 
vesicular de ACh 





































 Cabra Abcam #AB150077 1:500 
Alexa 594 
anti-cobayo 
 Cabra Abcam #AB150188 1:500 
Alexa 594 
anti-ratón 








Tabla 2. Anticuerpos empleados para técnicas de inmunohistoquímica.  
 
 



















TH Conejo Merck Millipore 1:500 62 
Akt Ratón Cell Signalling 
#2920 
1:1000 60 
pAkt Conejo Cell Signalling 
#9271 
1:500 60 
GSK3β Conejo Cell Signalling 
#9315 
1:1000 46 
pGSK3β Conejo Cell Signalling 
#9323 
1:500 46 
pErk1/2 Conejo Cell Signalling 
#4695 
1:1000 42/44 





































Tabla 3. Anticuerpos empleados para Western Blot. 


















3.5 Cebadores para PCR cuantitativa 
Los cebadores para la cuantificación de la expresión del ARNm mediante PCR cuantitativa fueron 
diseñados con la herramienta online “Prime 3 Input” (http://primer3.ut.ee/), a partir de las secuencias 
génicas obtenidas de la base de datos del NCBI. Se evaluó la posibilidad de formación de estructuras 
secundarias con la herramienta online “Primer Quest” de Integrated DNA Technologies. Además, se 
evaluó la especificidad de amplificación con la herramienta online “Primer Blast” de NCBI. Se 









TH NM_012740.3 TCGGAAGCTGATTGCAGAGA TTCCGCTGTGTATTCCACATG 76 
D1R NM_012546.2 GGAGGACACCGAGGATGA ATGAGGGACGATGAAATGG 69 
D2R NM_012547.1 TGGGTCAGAAGGGAAGG GATGATAAAGATGAGGAGGGT 76 
Slc6a3 
/ DAT 
NM_012694.2 CCAGCAATTCAGTGATGACATCA CAGCATAGCCGCCAGTACAG 69 
IL1b NM_031512.2 TACCTATGTCTTGCCCGTGG TAGCAGGTCGTCATCATCCC 113 
IL-4 X16058.2 CAAGGAACACCACGGAGAAC CAAGCACGGAGGTACATCAC 89 
IL-6 M26744.1 CTGCTCTGGTCTTCTGGAGT TGGAAGTTGGGGTAGGAAGG 173 
TGFβ NM_013174.2 TCTCTGTCCACTTGCACCAC TCTGTCCCCTAATGGCTTCC 73 
GAPDH NM_017008.4 TCACCACCATGGAGAAGGC GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA 169 
Tabla 4. Secuencias de los cebadores de rata para amplificación de ARNm. 
 
3.6 Cirugías Estereotáxicas 
Todas las cirugías se realizaron en condiciones de asepsia utilizando el material adecuado limpio. En 
todos los casos, las ratas recibieron una inyección analgésica con tramadol (10 mg/kg de PC, ip) y luego 
fueron anestesiadas con clorhidrato de ketamina (40 mg/kg de PC, ip) y xilacina (8 mg/kg de PC, im) 
previo a ser situadas en el aparato estereotáxico. A continuación, se cortó el pelo de los animales e 
desinfectó el cuero cabelludo, se realizó una incisión en la piel de la calota y se eliminaron las membranas 
que recubren el cráneo para poder visualizar el bregma y establecer las coordenadas de inyección. 
3.6.1 Cirugía Estereotáxica en el modelo de Rata hembra senil. 
Para la realización de los experimentos con ratas hembras seniles, los animales se agruparon en 2 
grupos experimentales: 1) Grupo DsRed, ratas seniles que recibieron una inyección estereotáxica de 
RAd-DsRed; 2) Grupo IGF1, ratas seniles que recibieron una inyección estereotáxica de RAd-IGF1. Se 


















Las ratas recibieron una inyección bilateral en los ventrículos laterales utilizando jeringas Hamilton 
de 10 µL. Las coordenadas utilizadas para la infusión intracerebroventricular fueron: - 0,8 mm 
anteroposterior; ± 1,5 mm mediolateral y - 4,2 mm dorsoventral, todas medidas relativas a bregma de 
acuerdo al Atlas del Cerebro de la Rata de Paxinos247. Las inyecciones fueron de 4 µL por lado de la 
suspensión viral correspondiente, conteniendo 4x1010 unidades formadoras de placas (PFU), a una razón 
de 1 µL por minuto. Luego de cada inyección, se esperó 2 minutos antes de retirar la aguja para evitar 
el reflujo de la solución inyectada. 
3.6.2 Cirugía Estereotáxica en el modelo Parkinsoniano inducido por LPS intranigral. 
Los animales destinados al establecimiento del modelo Parkinsoniano inducido por LPS intranigral 
fueron sometidos a dos cirugías estereotáxicas. En la primera, los animales recibieron una dosis de LPS 
o PBS. Aquí, los animales se agruparon en 2 grupos: 1) Grupo PBS, ratas hembras y machos que 
recibieron una inyección intranigral de PBS; 2) Grupo LPS, ratas hembras y machos que recibieron una 
inyección intranigral de LPS. 
En segunda cirugía, los animales recibieron una segunda inyección intranigral, en este caso con RAd-
DsRed o RAd-IGF1. Así se obtuvieron 4 grupos experimentales: 1) Grupo PBS-DsRed, animales que 
recibieron una inyección intranigral de PBS y una de RAd-DsRed; 2) Grupo PBS-IGF1, animales que 
recibieron una inyección intranigral de PBS y una de RAd-IGF1; 3) Grupo LPS-DsRed, animales que 
recibieron una inyección intranigral de LPS y una de RAd-DsRed; 4) Grupo LPS-IGF1, animales que 
recibieron una inyección intranigral de LPS y una de RAd-IGF1. 
Las inyecciones intranigrales se realizaron utilizando agujas Hamilton de 10 µL en las coordenadas -
5,3 mm anteroposterior; -2,0 mm mediolateral y -7,8 mm dorsoventral, todas medidas relativas a 
bregma de acuerdo al Atlas del Cerebro de la Rata de Paxinos247. Las inyecciones fueron de 5 µL PBS o 
LPS (1 µg/µL). Las inyecciones ICV se realizaron 22 días post inyección de LPS, los animales recibieron 
una infusión intranigral de 4x1010 PFU de RAd-IGF1 o RAd-DsRed contenidos en un volumen de 4 µL. 
3.7 Diseño Experimental. 
3.7.1 Terapia génica con IGF1 en el modelo de rata senil.  
Se definió como “día experimental 0” (D0) al día de la inyección estereotáxica de los adenovirus. Tres 
días previos a la inyección (D-3), los animales se sometieron a distintos test comportamentales 
(descriptos en la sección 3.8.1). Finalmente, en el D17, los animales se sometieron nuevamente a los 
test comportamentales con el fin de evaluar el efecto de la terapia. Los animales se sacrificaron en el 
D18, dando por finalizado el experimento. 




















3.7.2 Terapia génica con IGF1 en el modelo de Enfermedad de Parkinson inducido por LPS  
Se definió como “día experimental 0” (D0) al día de la inyección estereotáxica de LPS. El experimento 
comenzó 7 días previos a la inyección (D-7), día en el cual los animales se sometieron a tests 
comportamentales (ver detalles más adelante). En el D0, los animales recibieron una inyección 
intranigral de PBS o LPS, según correspondiese. Se evaluó el desempeño motor de los animales 
semanalmente (D7, D14). A continuación, en el D15, se realizó la terapia génica con RAd-IGF1 o RAd-
DsRed y se continuó evaluando el desempeño motor semanalmente (D22 y D29). Finalmente, los 
animales se sacrificaron el D30, dando por finalizado el experimento. Se utilizaron distintos lotes de 




3.8 Test comportamentales  
3.8.1 Test comportamentales utilizados en el modelo de rata senil 
Se evaluó el desempeño motor de las ratas seniles antes y después de la terapia génica utilizando 4 
test comportamentales. 
3.8.1.1 Desempeño sobre una rampa inclinada.  
Este test se basa en la capacidad que tiene la rata de mantener su propio peso y vencer la fuerza de 
gravedad en un plano inclinado. Para ello, se emplea una rampa metálica (90 cm de largo por 42 cm de 
ancho) inclinada en un ángulo de 70º respecto al piso. Para evitar que los animales desciendan por la 
rampa, ésta se encuentra sumergida 15 cm en agua. El análisis comienza cuando se colocan a un animal 
en el centro de la rampa. A continuación, se procede a medir el tiempo que logran mantenerse agarrados 
Figura 14. Diseño experimental de la Terapia génica con IGF1 en el modelo de rata senil 
 



















sin caer al agua. Se fijaron 120 seg como máximo tiempo de evaluación. Las medidas se tomaron por 
triplicado. 
3.8.1.2 Desempeño en una plataforma giratoria.  
Este test se basa en la capacidad que tiene la rata de sostenerse y vencer la fuerza centrífuga durante 
el movimiento de la plataforma. Para ello, se emplea una plataforma cilíndrica elevada (30 cm de alto 
por 8 cm de diámetro) y un motor que permite el movimiento de esta última a una velocidad constante 
de 150 rpm. El análisis comienza cuando se colocan a un animal en el centro de la plataforma en 
movimiento. A continuación, se procede a medir el tiempo que logran mantenerse agarrados sin caer. 
Se fijaron 120 seg como máximo tiempo de evaluación. Las medidas se tomaron por triplicado. 
3.8.1.3 Comportamiento Exploratorio.  
El test de campo abierto (OF, por sus siglas en inglés Open Field) se desarrolló en una arena cuadrada 
(65 x 65 x 45 cm), cuyo piso está dividido en 16 cuadrados iguales. Las ratas se colocaron en el centro de 
la arena y se les permitió explorar libremente durante 5 min. Las variables de comportamiento evaluadas 
fueron: a. Grooming: tiempo invertido por la rata en acicalarse, asearse o rascarse. b. Líneas cruzadas: 
número de líneas de la cuadrícula cruzadas por la rata con sus cuatro patas; c. Entradas en área central: 
frecuencia de entrada de la rata con sus cuatro patas al cuadrante central de la arena. 
El test OF proporciona medidas simultáneas de locomoción, exploración y ansiedad248. El grooming 
es un comportamiento frecuente de los roedores en un entorno novedoso y se espera que disminuya 
con la exposición repetida a la arena, a medida que decrece la ansiedad249. El número de líneas cruzadas 
suele usarse como una medida de la actividad locomotora, pero también es una medida de exploración 
y ansiedad. Una alta frecuencia de este comportamiento indica un aumento de la locomoción y 
exploración y/o un menor nivel de ansiedad. El número de entradas en el cuadrado central es una 
medida del comportamiento exploratorio y ansioso. Una alta frecuencia de este parámetro indica un 
comportamiento exploratorio alto y niveles de ansiedad bajos250,251.  
La arena abierta se limpió cuidadosamente con etanol al 10% después de cada prueba individual para 
eliminar las señales olfativas. El comportamiento se registró utilizando una videocámara conectada a 
una computadora y el rendimiento de cada individuo se determinó utilizando el software Kinovea v0.7.6 
(http://www.kinovea.org). 
3.8.1.4 Test de enterramiento de canicas. 
 El test de enterramiento de canicas (MB, por sus siglas en inglés Marble Burrying) se usa 
comúnmente para estimar el enterramiento defensivo en roedores252. Se basa en la observación de que 
los roedores entierran objetos expuestos en sus lechos, por ejemplo, canicas de vidrio. Las ratas fueron 
colocadas individualmente en una jaula de alojamiento (30 × 30 × 17 cm) con 5 cm de viruta de madera 


















nueva. Dieciséis canicas de vidrio (1,5 cm de diámetro, dispuestas en un patrón de 4 × 4) fueron 
espaciadas uniformemente sobre la superficie. Se analizó el número de canicas intactas, movidas, 
tapadas o enterradas durante un período de 30 min. Se consideró a una canica como tapada si al menos 
1/3 de la misma estaba cubierta con viruta y enterrada si 3/3 de ella estaba cubierta por viruta y a una 
distancia no menor a 3 cm del piso de la jaula252. 
3.8.2 Test comportamentales utilizados en el modelo de Parkinsoniano inducido por LPS 
Se evaluó el desempeño motor de las ratas los semanalmente días D-7, D7, D14, D21, D28 y D35 
utilizando 4 test comportamentales. 
3.8.2.1 Comportamiento Exploratorio. 
El test del campo abierto se llevó a cabo de acuerdo a como se describió en la sección 3.8.1.3  
3.8.2.2 Test de colocación de extremidades anteriores evocado por vibrisas.  
La prueba de colocación de la extremidad anterior evocada por bigotes/vibrisas (también conocida 
como la prueba de los bigotes y la pata) se utiliza para evaluar la asimetría en la corteza sensitivo-motora 
y el Núcleo Estriado. El experimentador sostiene el animal de manera que sólo una extremidad anterior 
cuelgue libremente. A continuación, las vibrisas ipsilaterales a la extremidad libre son estimuladas por 
el roce de cada lado contra el borde de una mesa. Esto provoca una respuesta de la extremidad anterior 
a colocar la pata en la superficie de la mesa. Se realizan diez intentos por vibrisa estimulada y se registra 
el porcentaje de colocaciones exitosas. Complementariamente, se realizó una variación de esta prueba 
en la que se evalúa la colocación de la extremidad anterior cruzado la línea media. Aquí, el 
experimentador gira al animal sobre un lado y mantiene la extremidad anterior del mismo lado hacia 
atrás para impedir la colocación sobre la mesa. Los bigotes son estimulados y se registra la colocación 
exitosa de la extremidad anterior opuesta en la superficie de la mesa. Esta variante es útil para evaluar 
la integración sensomotora a través de los hemisferios derecho e izquierdo. La combinación de las 
pruebas del mismo lado de la línea media y transversal se ha utilizado en la evaluación de la magnitud 
del daño a los hemisferios cerebrales causados por diferentes lesiones. 
3.8.2.3. Test de la caminata con un pie.  
La prueba de caminata con un pie (Stepping Test) es una herramienta utilizada para evaluar la 
aquinesia (disminución notable de los movimientos espontáneos y lentitud de aquellos que sean 
voluntarios) en roedores. El experimentador sostiene las extremidades posteriores y una extremidad 
anterior para restringir su movimiento. El cuerpo se mantiene en una posición horizontal con una 
extremidad delantera libre sobre una rampa inclinada. A continuación, se guía al animal a través de la 
rampa y se contabiliza tanto el número de los pasos de ajuste realizados como el tiempo que el animal 


















animal es incapaz de recorrer los 90 cm en el tiempo estipulado, se contabiliza la distancia recorrida. El 
ensayo se realiza con ambos miembros delanteros, por duplicado. A partir de los parámetros primarios, 
se calculan la distancia promedio de paso y la velocidad de desplazamiento (parámetros secundarios). 
3.8.2.4 Test de la escalera horizontal.  
La prueba de la escalera horizontal o prueba de fallos del pie (Walking Ladder) es una herramienta 
utilizada para evaluar la función locomotora en modelos de trastornos del SNC en roedores. Los animales 
se colocan en una escalera horizontal elevada y se entrenan para cruzar el dispositivo. Se registran el 
deslizamiento de las patas a través de los peldaños de la escalera y los cruces. Los errores en los pasos 
y el tiempo ambulatorio se registran para cada ejecución de la prueba; se contabilizan un total de dos 
carreras para cada animal. Este test es útil para evaluar modelos experimentales de lesión del SNC, así 
como la eficacia de tratamientos. 
 
3.9 Disección de cerebros y procesamiento. 
Al finalizar el experimento, se procedió a sacrificar a los animales mediante decapitación con una 
guillotina y los cerebros fueron cuidadosamente removidos.  
Los cerebros de ratas seniles fueron divididos en hemisferios derecho e izquierdo. Los hemisferios 
izquierdos se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4 % (pH 7,4) durante toda una noche a 4ºC. 
Posteriormente, los hemicerebros se mantuvieron en solución criopreservadora (30 % de etilenglicol, 
30 % de sacarosa, en PB 0,1 M, pH 7,4) a -20ºC hasta su procesamiento para inmunohistoquímica (IHQ). 
Para ello, estos hemisferios se cortaron coronalmente en secciones de 40 μm de espesor con vibrátomo 
y se dividieron en 12 series, cada serie contiene una de cada doce secciones. De esta manera se obtiene 
un conjunto de secciones seriadas no contiguas que abarcaban las distintas zonas del cerebro. 
Por otro lado, los hemisferios derechos se disecaron en las siguientes estructuras: Núcleo Estriado, 
la Substantia Nigra, el cerebelo, la corteza que fueron almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento por 
Western Blot o qRT-PCR. 
En el caso del modelo Parkinsoniano inducido por LPS, los cerebros se fijaron en PFA durante toda la 
noche y conservados en solución criopreservadora a -20ªC hasta su procesamiento para 
inmunohistoquímica (IHQ). Los cerebros se cortaron coronalmente en secciones de 40 μm de espesor 
con y se dividieron en 8 series, cada serie contiene una de cada ocho secciones. 
3.10 Inmunohistoquímica  
Las IHQ se realizaron en secciones no contiguas por flotación libre. Para cada animal, se procesaron 
conjuntos separados de 6 secciones. 


















3.10.1 Marcaje con DAB 
Las secciones de cerebro se lavaron con buffer fosfato (PB) 0,1 M (11,4 g/L Na2HPO4, 3,3 g/L NaH2PO4) 
3 veces durante 10 minutos, se permeabilizaron con Solución de Lavado (SL) (3 lavados de 10 minutos). 
A continuación, se inhibió la actividad peroxidasa endógena del tejido mediante la incubación con 
metanol 50% y peróxido de hidrógeno 3% en SL durante 5 minutos, seguido de 3 lavados de 10 minutos 
con SL. Después, se procedió al bloqueo de uniones inespecíficas mediante la incubación de las secciones 
durante 15 minutos a temperatura ambiente con una solución al 5% con el suero del animal en el que 
se ha producido el anticuerpo secundario (Solución de Bloqueo). A continuación, se lavaron los cortes 
con SL y se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluido en Solución de Bloqueo, 
durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se retiró el anticuerpo primario y el exceso se lavó con SL 
y se incubaron las secciones con el anticuerpo secundario durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras 
retirar el exceso de anticuerpo secundario y lavar con SL, se incubaron los cortes con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (kit ABC) durante 90 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras 3 lavados 
de 10 minutos con SL, se revelaron las secciones con DAB (Diaminobenzidina al 0.025% y H2O2 al 0,003% 
en PB). Cuando la reacción fue visible se paró lavando las secciones repetidas veces con PB. Finalmente, 
los cortes se colocaron en orden en portas gelatinizados, se deshidrataron y se cubrieron con Bálsamo 
de Canadá (Vector Laboratories), reservándose para la obtención y análisis de imágenes según lo 
descripto en 3.11.  
3.10.2 Inmunofluorescencia 
Las secciones de cerebro se lavaron con PB 3 veces durante 10 minutos, se permeabilizaron con SL 
(3 lavados de 10 minutos). Tras los lavados, se bloquearon las uniones inespecíficas incubando las 
secciones durante 1 h a temperatura ambiente con Solución de Bloqueo. A continuación, se lavaron las 
secciones con SL e las secciones se incubaron con el anticuerpo primario, o la mezcla de anticuerpos 
primarios correspondientes, durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se eliminó el exceso de 
anticuerpo primario por lavados con SL y las secciones se incubaron con el o los anticuerpos secundarios 
conjugados a un fluoróforo durante 2 horas. Tras lavar el exceso de anticuerpo secundario con PBS, los 
cortes fueron incubados con el marcador nuclear DAPI durante 5 minutos. Finalmente, los cortes se 
lavaron y se montaron en portas gelatinizados y se cubrieron con Fluoromount-G, reservándose para la 
obtención y análisis de imágenes según lo descripto en 3.11  
 
3.11 Obtención y análisis de imágenes  
La obtención de imágenes de las secciones con marcaje con DAB y su análisis morfométrico 


















de epifluorescencia Olympus BX-51 conectado a una cámara de video Olympus DP70 CCD. La obtención 
de imágenes de las secciones con marcaje con fluoróforos se llevó a cabo utilizando un microscopio 
confocal Nikon Eclipse E400 conectado a una cámara de fotográfica y capturando todos los planos 
focales del eje Z.  
3.11.1 Densidad celular.  
Se determinó la densidad celular de la microglia en Núcleo Estriado, Substantia Nigra pars compacta, 
corteza motora y corteza entorrinal dorsal y perirrinal. Las áreas de interés se identificaron con ayuda 
del Atlas del Cerebro de la Rata de Paxinos247.  
Las cuantificaciones de microglia en Núcleo Estriado, corteza motora, corteza entorrinal y corteza 
perirrinal se realizaron utilizando el método del disector óptico. El mismo consiste en contar la cantidad 
de objetos presentes en un área delimitada por el disector a medida que se enfocan los distintos planos 
focales del tejido en el eje Z. En la figura 16 se muestra un marco de conteo típico para el muestreo de 
partículas (Figura 16). El mismo consta de dos líneas de inclusión (límite superior y derecho del 
cuadrado) y dos líneas de exclusión (límite inferior e izquierdo del cuadrado), que se extienden hasta el 
infinito hacia arriba y abajo. Cualquier partícula que se encuentre dentro del cuadrado o en contacto 
con las líneas de inclusión será considerada en el conteo mientras que cualquier partícula en contacto 
con las zonas de exclusión no será incluida. 
La microglia se contó con una magnificación total de 600X empleando un disector de dimensiones 83 
μm × 83 μm, considerando el cuerpo celular de la como partícula, sin considerar las ramificaciones. 
En cuanto al conteo de microglia y neuronas dopaminérgicas en Substantia Nigra, en lugar del 
disector óptico se procedió reconstruyendo el área en cuestión a partir de imágenes de alta 
magnificación y delimitando el área de interés (Figura 16), utilizando el software Image-Pro Plus (versión 
5.1.0.20). A continuación, se contaron manualmente todas las partículas que se encontrasen dentro del 
área de interés. La medida de densidad se determinó teniendo en cuenta que el espesor de las secciones 
era de 40 μm.  























3.11.2 Densidad de fibras dopaminérgicas en Núcleo Estriado.  
Figura 16. Marco de conteo de partículas. Las líneas rojas delimitan las zonas de exclusión mientras que las líneas verdes 
delimitan las zonas de inclusión (A). De esta manera, que se encuentre dentro del cuadrado o en contacto con las líneas 
de inclusión será incluida en el conteo mientras que cualquier partícula en contacto con las zonas de exclusión no será 
incluida en el conteo (B). 
 
Figura 17. Corte coronal del cerebro de rata. El hemisferio izquierdo corresponde a un esquema del Atlas Paxinos. El 
hemisferio derecho corresponde a una tinción Nissl. En ambos casos, se encuentra delimitada la zona correspondiente a 



















La densidad de fibras dopaminérgicas en Núcleo Estriado se determinó utilizando la técnica de la 
grilla descripta por Mamounas y colaboradores253. Dicha técnica consiste en superponer una grilla sobre 
las imágenes del área de interés obtenidas a alto aumento (600X) (Figura 18.A). A continuación, se 
cuenta la cantidad de fibras que interceptan los vértices de la cuadrícula (Figura 18.B). En nuestro 
análisis, utilizamos una cuadricula de 200 µm2 de área por cuadrado, teniéndose un total de 256 vértices. 
La densidad relativa de fibras se expresa como Q = Gi / Go, donde Gi son los vértices de la cuadrícula 





3.11.3 Clasificación morfológica de la microglia.  
Las células microgliales se identificaron como células inmunorreactivas Iba-1 positivas. Estas células 
de clasificaron morfológicamente: en i) microglia no reactiva/ramificada, células que muestran procesos 
celulares largos y cuerpo pequeño; ii) microglia reactiva/ameboide, células que muestran numerosos 
procesos retraídos, soma grande o ameboide e inmunomarcación para Iba1 intensa254. 
3.11.4 Densidad de proteínas sinápticas dentro de la microglia. 
Se determinó la cantidad de proteína sináptica dentro de las células microgliales en el Núcleo Estriado 
de ratas seniles. Las imágenes obtenidas se analizaron utilizando el software gratuito Fiji. Dado que las 
proteínas sinápticas abundan en el tejido neural, la marca fluorescente de éstas se encuentra distribuida 
de manera homogénea a lo largo de todo el corte. Con el fin de determinar la colocalización de las 
proteínas sinápticas y la microglia, se procedió a eliminar o “limpiar” la marca de las proteínas sinápticas 
que no coincidiera con la marca de Iba1 para cada plano focal utilizado. Para ello se utilizaron los 
Figura 18. Imagen representativa de una imagen de Núcleo Estriado (Magnificación 600X) con la grilla de análisis de fibras 
superpuesta (A). Esquema representativo del análisis de la técnica de la grilla (B). Las flechas indican las fibras que 
intersecan algún vértice de los cuadrados de la grilla y, por tanto, son contadas. 


















comandos “Create Selection”, para seleccionar sólo la marca de las proteínas sinápticas que coincidieran 
con la marca positiva del anticuerpo Iba1; y el comando “Clear Outside”, para eliminar la marca de las 
proteínas sinápticas que no coincidieran con la marca de Iba1. Una vez obtenidos los planos focales 
“limpios”, se armaron los Z-stacks para cada rata y se cuantificó manualmente la marca de cada proteína 
por célula microglial. 
 
3.12 Análisis de proteínas por Western Blot  
3.12.1 Preparación de las muestras  
Se obtuvieron homogenatos de proteínas totales mediante disgregación con pistón de Substantia 
Nigra y Núcleo Estriado con buffer de extracción de proteínas tisular (T-PER, Thermo Scientific) 
suplementado con inhibidores de proteasas (Cell Signaling). Cada homogenato se agitó suavemente 
durante 5 minutos a 4ºC. A continuación, se centrifugó a 14.000 rpm a 4ºC durante 8 minutos. 
Finalmente, se conservó el sobrenadante, fase en que se encontraban las proteínas. La concentración 
proteica se determinó mediante el ensayo de Bradford utilizando el Kit comercial Pierce BCA Protein 
Assay (Thermo Scientific) con albúmina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés) como estándar en un 
rango de concentración de 0,1-1 mg/ml. Las muestras se alicuotaron y almacenaron a -20ºC hasta su 
utilización.  
3.12.2 Electroforesis e Inmunotransferencia  
Para la separación de proteínas de cada muestra, se sembraron 20 μg de proteína y se realizó una 
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) en gradiente en un rango 
de 4-20% (Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels, BioRad). La electroforesis se realizó a 100 mV 
constantes durante 90 minutos. Luego, se transfirieron las proteínas del gel a membranas de difluoruro 
de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad), por transferencia semi-húmeda en un equipo Trans-Blot Turbo 
Transfer System (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon mediante incubación con suero fetal bovino 
al 5% en solución buffer salina con 0,05% Tris/Tween-20 (TBST) durante 1 h a temperatura ambiente. A 
continuación, se lavaron las membranas 3 vece durante 10 minutos con buffer TBST y se incubaron toda 
la noche a 4ºC con anticuerpos primarios. Al día siguiente, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 
minutos con TBST e incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 2 hs a 
temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar el exceso de anticuerpo secundarios, se visualizó la 
detección de las proteínas de interés en las membranas mediante quimioluminiscencia empleando el 
reactivo SignaliFireTM Elite ECL Reagent (Cell Signaling). La señal se capturó mediante exposición a una 


















densidad óptica relativa de las bandas de proteína se analizó y cuantificó utilizando el software Image 
Studio Lite (LI-COR Bioscience). 
3.12.2 Dot Blot por PathScan® 
Se analizó la modificación por fosforilación y clivaje de moléculas involucradas en procesos de 
señalización utilizando el kit comercial PathScan® Intracellular Signaling Array Kit (Cell Signaling, 7323#). 
El mismo consta de un portaobjetos el cual tiene acoplados 16 Dot Blots, cada uno conteniendo por 18 
anticuerpos experimentales por duplicado, y un control positivo y un control negativo por triplicado 
(Figura 19). La detección de la señal por quimioluminiscencia se lleva acabo utilizando HRP conjugado a 





3.13 Análisis de ARN por qRT-PCR 
3.13.1 Extracción de ARN 
La extracción de ARN para el análisis de expresión génica de ARNm se realizó mediante el método 
de trizol utilizando el reactivo TranZol (Roche). Tras disgregar el tejido en trizol, las muestras se 
incubaron con cloroformo durante 3 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 12000 
g durante 15 minutos a 4ºC. Luego, se tomó la fase acuosa y se indujo la precipitación el ARN por 
incubación durante 10 minutos con isopropanol 100% en una proporción 0,5:1 respecto al volumen de 
trizol, seguido de una centrifugación de 10 minutos a 12000 g y 4ºC. El pellet de ARN se lavó 3 veces con 
Figura 19. Esquema de la organización de los anticuerpos que componen el kit the análisis por Dot-Blot PathScan® Intracellular 
Signaling Array Kit. 


















etanol al 75%. Finalmente, el ARN se resuspendió en agua ultrapura y se conservó a -80ºC hasta su 
utilización. 
En el caso de las muestras utilizadas para la secuenciación total de ARN, la extracción se realizó 
empleando el kit comercial Monarch® Total ARN Miniprep Kit (New England Biolabs) según las 
instrucciones del fabricante.  
3.13.2 Retrotranscripción y reacción en cadena de la Polimerasa cuantitativa (qRT-PCR). 
La medida de la expresión génica de TH, receptores de dopamina y la molécula transportadora de 
dopamina se llevó a cabo utilizando el kit comercial Luna® One-Step (New England Biolabs) siguiendo 
las instrucciones del fabricante utilizando 200 ng de ARN para los genes de interés y 30 ng para la 
detección del gen housekeeping. Este kit permite realizar la retrotranscripción de un ARNm a su ADNc y 
la subsiguiente PCR cuantitativa en un solo paso. Todo el proceso se llevó a cabo utilizando el equipo de 
PCR en tiempo real CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad). 
En el caso de la medida de la expresión génica de interleuquinas y citoquinas se llevó a cabo 
retrotranscribiendo el ARN utilizando la enzima transcriptasa reversa o retrotranscriptasa MMLV 
(Promega). A continuación, las muestras retrotranscriptas se utilizaron para la PCR cuantitativa 
utilizando Sybr Green mix (Roche) y el equipo de PCR en tiempo real Stratagene Mx3000P (Thermo 
Fisher Scientific). 
3.13.3 Análisis del secuenciamiento de ARN  
Las imágenes fluorescenetes del Illumina HiSeq 2000 fueron transformadas a archivos BCL con el 
software Illumina BaseCaller y las muestras fueron decodificadas a archivos FASTQ con el software 
CASAVA (versión 1.8.2). La calidad del secuenciamiento se chequeó y aprobó con el software FASTQC. 
Las secuencias fueron alineadas al genoma de referencia de Rattus Norvegicus (RGSC assembly v5.0) 
utilizando el software de alineamiento STAR255, permitiendo una tasa de mismatch de 2 cada 50 bases. 
Luego, los archivos SAM resultantes fueron convertidos a archivos BAM. El filtro de hits únicos y el 
conteo fue llevado a cabo con las herramientas SAMtools, versión 0.1.18256 y HTSeq version 0.6.1p1257. 
Para identificar los genes diferencialmente expresados (DE) entre las muestras de Núcleo Estriado de 
ratas seniles tratadas con RAd-IGF1 o RAd-DsRed, se utilizó el algoritmo DESeq2, el cual se basa en el 
número normalizado de cuentas mapeadas para cada gen258. Este análisis generó una lista transcriptos 
desregulados entre los grupos (P-adj. <0.05; fold changes >2). Inicialmente, se evaluó la asociación de 
estos genes a procesos biológicos y vías biológicas utilizando la herramienta Panther Classification 
System de Gene Ontology (http://www.pantherdb.org/). Luego, se realizó un análisis de 
enriquecimiento funcional se realizaron con las herramientas DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), 


















4.1.10 Análisis estadístico  
Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism versión 7.0 y 8.0. Los datos se 
expresan como la media ± error estándar de la media (SEM). Los análisis de normalidad se realizaron 
mediante el test de D’Agostino-Pearson o de Kolmogorov-Smirnov y los análisis de igualdad de varianza, 
mediante los test de F, de Bartlett o de Brown-Forsythe. Luego, el análisis estadístico utilizado dependió 
de cada condición experimental. Para los análisis estadísticos que involucraron dos grupos 
experimentales, se utilizó el test t de Student. El test de ANOVA de dos vías, seguido del test post-hoc 
de Bonferroni, se utilizó para comparar dos condiciones experimentales simultáneamente. Los test 
utilizados en cada caso particular, así como las significancias se especifican en las leyendas de las figuras. 















CAPÍTULO IV: ESTUDIO DE LA MICROGLIA SENESCENTE 
Y SU RELACIÓN CON EL DESEMPEÑO MOTOR: EFECTO 
DE LA TERAPIA GÉNICA CON IGF1   













4.1.1 Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre las células microgliales en ratas hembra seniles. 
Como se mencionó en la Introducción, la pérdida de la homeostasis del SNC debida a la edad conduce 
a una activación crónica de la microglia, estableciéndose un estado de neuroinflamación. Por otro lado, 
hemos mencionado que el IGF1 ha sido ampliamente utilizado como agente terapéutico en el SNC. En 
este capítulo, evaluamos cómo la terapia génica intracerebroventricular con IGF1 es capaz de actuar y 
modificar a la microglia en el cerebro envejecido. 
4.1.1.1 La terapia génica con IGF1 modifica el número de microglia selectivamente en el Núcleo 
Estriado. 
En primer lugar, estudiamos el efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el número de células 
microgliales en distiantas regiones del cerebro envejecido. Para ello, se contaron las células Iba1 
inmunorreactivas en la Corteza Motora, Núcleo Estriado, Substantia Nigra, Corteza Entorrinal dorsal y 
Corteza Perirrinal. Observamos que la terapia génica con IGF1 es capaz de aumentar el número de 
células microgliales de manera específica en el Núcleo Estriado. (Figura 20. ANOVA de 2-vías, p < 0,0001). 
Por el contrario, el número de células Iba1 inmunorreactivas en la Corteza Motora, Substantia Nigra, 
Corteza Entorrinal dorsal y Corteza Perirrinal no se vio afectado luego de 17 días de tratamiento (Figura 
20). 
4.1.1.2 La terapia génica con IGF1 aumenta la reactividad de la microglia en el Núcleo Estriado. 
A continuación, nos preguntamos si la terapia génica con IGF1 era capaz de modificar el estado de 
activación de la microglia. Por lo tanto, procedimos a clasificar a estas células según su morfología en 
reactivas y no reactivas de acuerdo a lo descripto por Acaz-Fonseca254. Nuevamente, observamos que la 
terapia génica con IGF1 aumenta de manera significativa la proporción de las células microgliales 
reactivas en el Núcleo Estriado (Figura 21. ANOVA de 2-vías, p < 0,0001). Nuevamente, no se observaron 
diferencias significativas en la proporción de células microgliales reactivas en otras regiones del cerebro 
analizadas (Figura 21). 
 
4.1.2 Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el fenotipo. 
Dado que se observó una respuesta área específica de las células microgliales estriatales frente al 
tratamiento con IGF1, decidimos focalizar y profundizar nuestro estudio en esta zona. Nos propusimos 
ahondar la caracterización de la microglia en el Núcleo Estriado a fin de profundizar en el conocimiento 
de su participación en respuesta a la terapia génica con IGF1. 
 
 


































Figura 20. Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el número de células microgliales en el cerebro envejecido. Imágenes 
representativas de la Corteza Motora (A, B), Núcleo Estriado (C, D), Substantia Nigra pars compacta (E, F) y Corteza Entorrinal 
lateral y Perirrinal (G, H) de ratas pertenecientes a los grupos DsRed (A, C, E, G) o IGF1 (B, D, F, H) a una magnificación de 
40X (barra de escala: 500 micrones) con inserciones a una magnificación de 600X (barra de escala: 50 micrones). Los paneles 
(I) y (K) muestran representaciones de cortes coronales de cerebro de rata donde se encuentran resaltadas las regiones 
analizadas. Los paneles (J) y (L) muestran la densidad microglial de ambos grupos experimentales en las regiones analizadas. 
Los resultados estadísticos indican diferencias significativas entre los grupos experimentales dentro de la misma región del 
cerebro. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. N=5.  ****p<0,0001. 
**** 















Como se mencionó en la introducción, la microglia presenta 2 posibles fenotipos: un fenotipo pro-
inflamatorio denominado M1, y un fenotipo anti-inflamatorio denominado M2. Con el fin de determinar 
la proporción de microglia M2, se procedió a realizar una doble inmunomarcación con los anticuerpos 
anti-Iba1 y anti-Arginasa1 y cuantificar el número de células que presentasen doble marcación. 
Observamos que la terapia génica con IGF1 aumenta la proporción de microglia M2 en el Núcleo Estriado 
(Figura 22. t-test, P = 0,0462). 
 En cuanto a la determinación de la proporción de microglia M1, no hemos podido realizar la 
inmunomarcación de iNOS con el anticuerpo disponible. 
Figura 21. Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre la reactividad de la microglia en el cerebro envejecido. Proporción 
de microglia reactiva, con morfología ameboide y cuerpo celular agrandado en los grupos DsRed e IGF1 en las diferentes 
regiones analizadas. Los resultados estadísticos indican diferencias significativas entre los grupos experimentales dentro 
de la misma región del cerebro. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. N=5. 
****p<0,0001. 













4.1.3 La terapia con IGF1 mejora el desempeño motor en ratas seniles 
Como se mencionó en la introducción, el Núcleo Estriado está involucrado en la regulación y 
habilitación de movimientos voluntarios. Dado que la terapia génica con IGF1 tuvo un efecto específico 
sobre la microglia de esta zona, decidimos evaluar la relación entre esta observación y el desempeño 
motor de las ratas seniles. Por lo tanto, se evaluó la locomoción, la conducta y la fuerza motora de los 
animales empleando una batería de pruebas comportamentales. 
4.1.3.1 Evaluación de la locomoción de ratas seniles. 
Inicialmente, evaluamos la locomoción de las ratas seniles a través de la medida de la distancia 
recorrida en la prueba de campo abierto (Open Field) antes y después de la cirugía. No se observaron 
diferencias significativas en la distancia recorrida entre las ratas de distinto grupo (Figura 23.A, B), 
demostrando que el tratamiento con IGF1 no provoca una alteración en la locomoción de las ratas 
seniles. Además, se puede observar que los animales de ambos grupos disminuyen en igual proporción 
la distancia recorrida (Figura 23.C). 
Figura 22. Análisis del efecto de la terapia 
génica con IGF1 sobre la polarización de la 
microglia del Núcleo Estriado. Los paneles (A-
C) muestras las células positivas para Iba1 (A), 
Arginasa 1 (B) y la colocalización de ambas 
marcas (C). El panel (D) muestra la proporción 
de células microgliales presentando marca 
positiva tanto para el anticuerpo Iba1 como 
Arginasa1 en los grupos IGF1 y DsRed. Los 
datos se expresan como media ± SEM y se 



























4.1.3.2 Evaluación del comportamiento innato de enterramiento defensivo. 
A continuación, se evaluó el comportamiento innato de las ratas a enterrar objetos que se 
encuentren en su lecho. En el test de enterramiento de canicas (Marble Burrying) no se observaron 
diferencias significativas en el número de canicas movidas, tapadas o enterradas, mostrando que el 
tratamiento con IGF1 no provoca una alteración de este comportamiento en ratas seniles (Figura 24). 
4.2.3.3 Evaluación de la fuerza motora. 
Finalmente, evaluamos la fuerza motora de los animales. La prueba de la rampa inclinada y de la 
plataforma giratoria son dos pruebas motoras que evalúan la funcionalidad de las extremidades 
anteriores y posteriores de los animales mediante la medida de la fuerza de agarre. El análisis de estas 
pruebas demostró que la terapia génica con IGF1 es capaz de mejorar significativamente el desempeño 
Figura 23. Efecto de la terapia génica con 
IGF1 sobre la locomoción de ratas seniles 
en el test de campo abierto (OF). Análisis 
de la locomoción de ratas seniles antes (A) 
y después (B) de la terapia génica con IGF1. 
El panel C muestra la diferencia de la 
distancia recorrida entre las dos instancias 
de evaluación (Post cirugía – Pre cirugía). 
Los datos se expresan como media ± SEM y 
se analizaron con el test de Student. N=5.  
 












motor de las ratas seniles en ambos test (Test de la Plataforma Giratoria: Figura 25.A, P = 0.0104; Test 







Figura 24. Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el comportamiento innato de enterramiento defensivo.  (A) Canicas 
intactas: expresado como el número de canicas que se encuentran en su posición original. (B) Canicas movidas: expresado 
como el número de canicas que no se encuentran en su posición original. (C) Canicas tapadas: expresado como el número de 
canicas que al menos 1/3 de su totalidad se hallan tapadas con viruta. (D) Canicas enterradas: expresado como el número de 
canicas que se encuentran completamente tapadas por viruta y a una distancia no menor a 3 cm del piso de la jaula. Los datos 
se expresan como media ± SEM y se analizaron con el test de Student. N=5. 
















4.1.4 Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el sistema dopaminérgico nigroestriatal 
La mejora observada en el desempeño motor de las ratas seniles tratadas con RAd-IGF1, podría 
deberse a que la terapia modifique el número de neuronas dopaminérgicas o la síntesis de dopamina. 
Para indagar al respecto, inicialmente se cuantificó el número de neuronas dopaminérgicas 
inmunomarcadas con anticuerpo anti-TH en la Substantia Nigra y se determinó la densidad de fibras de 
dichas neuronas en el Núcleo Estriado. No se observaron diferencias significativas en el número de 
neuronas DA (Figura 26.A. t-test, P = 0.6091) ni en la densidad de fibras en el Núcleo Estriado (Figura 
26.B. t-test, P = 0.8247). 
A continuación, evaluamos la expresión de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) en Substantia Nigra y 
Núcleo Estriado mediante Western Blot. La actividad de la esta enzima limita la producción del 
neurotransmisor dopamina, el cual regula funciones de la conducta motora. Nuevamente, no 
observamos diferencias significativas en la expresión de TH en las zonas analizadas (Substantia Nigra: 
Figura 27.C. t-test, P = 0.2246; Núcleo Estriado: Figura 27.D. t-test, P = 0.7002). 
Finalmente, evaluamos la expresión génica de la enzima TH en Núcleo Estriado mediante qRT-PCR. Una 
vez más, no observamos diferencias significativas en la expresión del ARNm de TH en Núcleo Estriado 
(Figura 27.E. t-test, P = 0.4291). 
Figura 25. Efecto de la terapia génica con IGF1 sobre el desempeño motor. (A) Desempeño motor sobre una Plataforma 
Giratoria: se determinó la performance motora de los animales calculando la variación en el tiempo de sostén (post-cirugía 
– pre-cirugía). (B) Desempeño motor sobre una Plataforma inclinada 70º: se determinó la performance motora de los 
animales calculando la variación en el tiempo de sostén (post-cirugía – pre-cirugía). Los datos se expresan como media ± 
SEM y se analizaron con el test de Student. N=15. *p<0.05 
 


















Figura 26. Análisis del efecto de la terapia génica con IGF1 sobre las neuronas dopaminérgicas. (A) Densidad de neuronas 
dopaminérgicas en Substantia Nigra en ambos grupos experimentales. (B) Densidad de fibras de neuronas dopaminérgicas 
en Núcleo Estriado en ambos grupos experimentales. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con el test 
de Student. N=5. 
Figura 27. Análisis del efecto de la terapia génica con IGF1 sobre la expresión de la enzima Tirosina Hidroxilasa. Western 
Blot de TH y β-actina de Substantia Nigra (A) y Núcleo Estriado (B), respectivamente. Cuantificación de los niveles de TH 
en Substantia Nigra (C) y Núcleo Estriado (D), respectivamente, normalizados a la densidad relativa de β-actina. 
Cuantificación de los niveles del mARN de TH en Núcleo Estriado (E) normalizado a la expresión GAPDH. Los datos se 
expresan como media ± SEM y se analizaron con el test de Student. N ≥ 4. 
 











4.1.5 Estudio de la relación entre el desempeño motor de las ratas seniles con la reactividad y 
polarización de la microglia. 
Con el fin de buscar conexiones causales entre la reactividad de la microglia, su polarización hacia un 
fenotipo anti-inflamatorio y la fuerza motora de las ratas seniles, realizamos el análisis de correlación de 
Pearson. Como se puede observar en la Figura 28, las ratas tratadas con IGF1 (Figura 28.B) presentan 
una correlación positiva entre el porcentaje de microglia reactiva y la performance motora, resultando 
significativa para el test de la rampa (Figura 28.B, r2 = 0.0.9294, P = 0.0081; y no así para el test de la 
plataforma giratoria (Figura 28.D, r2 = 0.0.2163, P = 0.4300). Por el contrario, los animales tratados con 
RAd-DsRed no presentaron correlación entre los parámetros analizados en ninguno de los dos tests 
(Figura 28.A, r2 = 0.3115, P = 0.3282; Figura 28.C, r2 = 0.0917, P = 0.6204). 
De manera similar, al analizar la correlación entre la fuerza motora de los animales y el grado de 
polarización de la microglia hacia un fenotipo anti-inflamatorio, observamos que los animales tratados 
con Rad-IGF1 presentan una correlación positiva entre su desempeño motor y la proporción de microglia 
antiinflamatoria, siendo estadísticamente significativa solamente para el test de la rampa (Figura 29.B, 
r2 = 0.7990, P = 0.0163; Figura 29.D, r2 = 0.2207, P = 0.3472). En concordancia con lo observado 
anteriormente, los animales tratados con el vector control no presentaron una correlación 
estadísticamente significativa (Figura 29.A, r2 = 0.3777, P = 0.1050; Figura 29.C, r2 = 0.3054, P = 0.1555). 













 Figura 28. Correlación entre la proporción de microglia reactiva y el desempeño motor de las ratas seniles. Evaluación 
de la correlación de Pearson entre los valores de proporción de microglia reactiva y el desempeño motor en el Test de la 
Rampa Inclinada (A, B) y en el Test de la Plataforma Giratoria (C, D) de ratas seniles pertenecientes a los grupos DsRed (A, 
C) e IGF1 (B, D). 
 















Figura 29. Correlación entre la proporción de microglia antiinflamatoria y el desempeño motor de las ratas seniles. 
Evaluación de la correlación de Pearson entre los valores de la proporción de microglia antiinflamatoria (Iba1+Arg1+) y el 
desempeño motor en el Test de la Rampa Inclinada (A, B) y en el Test de la Plataforma Giratoria (C, D) de ratas seniles 
pertenecientes a los grupos DsRed (A, C) e IGF1 (B, D). 
 













El envejecimiento está relacionado con la aparición de déficits cognitivos y motores. Se ha descripto 
que estos déficits surgen, en parte, por la neuroinflamación crónica característica del cerebro 
envejecido, la cual es mediada por células de la glía259–264. La identificación de moléculas específicas 
capaces de regular el fenotipo de la microglia y los astrocitos, así como también su modulación por 
factores neurotróficos como el IGF1, facilitarían el potencial desarrollo de nuevas terapias y podrían 
utilizarse para mejorar la respuesta de las actuales. De esta manera, se podría regular la 
neuroinflamación y reducir los déficits motores asociados al envejecimiento o enfermedades 
neurodegenerativas.   
En la presente tesis doctoral nos propusimos estudiar los potenciales efectos anti-inflamatorios de la 
terapia génica con IGF1 en el cerebro envejecido. En particular, focalizamos nuestro estudio en la 
microglia, con el fin de modular su activación. Estas células son una de las más susceptibles a los efectos 
del envejecimiento debido a su habilidad de responder a los cambios en el microambiente del 
cerebro265,266. Las células de la microglia se encuentran en un estado de vigilancia en el cerebro sano, 
manteniendo la homeostasis. Sin embargo, frente a cualquier tipo de perturbación, la microglia 
responde a los estímulos nocivos y modifica su fenotipo y perfil secretor, atravesando un proceso 
conocido como “activación”267,268. Como se mencionó en la introducción, la microglia reactiva participa 
en los procesos neuroinflamatorios mediante la liberación de una amplia variedad de mediadores 
inflamatorios e inmunes, incluyendo citoquinas/quimioquinas pro- o antiinflamatorias, las cuales 
subsecuentemente ejercen efectos neurotóxicos o neuroprotectores, respectivamente.  
Previamente, otros autores han descripto un aumento en el número de células microgliales en el 
cerebro envejecido269,270. Además, la microglia adopta un fenotipo senescente pro-inflamatorio durante 
el envejecimiento171–173,271 que afecta sus funciones como la secreción de citoquinas, el control sináptico 
y la capacidad migratoria. Como consecuencia se observa una pérdida de la homeostasis y una 
disminución de la plasticidad neuronal y del desempeño motor y cognitivo. Lee y colaboradores, 
demostraron que la inyección intrahipocampal de moléculas antiinflamatorias (IL-13 e IL-4), 
incrementan los niveles de expresión de IGF1, promoviendo la polarización de la microglia hacia un 
estado anti-inflamatorio271. Reforzando este concepto, los niveles de producción de IGF1 endógeno 
fueron directamente asociados a la edad de los animales. En el presente estudio, hemos demostrado 
que la inyección ICV de RAd-IGF1 en el modelo de rata senil es capaz de aumentar de manera significativa 
el número de células microgliales específicamente en el Núcleo Estriado de estos animales, las cuales a 
su vez presentaron un mayor grado de reactividad272. Además, comprobamos que el tratamiento con 
RAd-IGF1 es capaz de promover la polarización de la microglia del Núcleo Estriado hacia un fenotipo 











anti-inflamatorio, evidenciado por un aumento en la proporción de células microgliales presentando 
doble inmunomarcación Iba1+Arg1+. Wang y colaboradores demostraron que el tratamiento 
intraperitoneal con salidrosida, un agente que ha demostrado tener efectos anti-inflamatorios, también 
es capaz de promover la polarización de la microglia hacia un fenotipo M2273. Por tanto, en concordancia 
a lo descripto por Lee y colaboradores y por Wang y colaboradores, postulamos que los efectos anti-
inflamatorios del IGF1 exógeno administrado mediante terapia génica son los que promueven, en 
nuestro modelo experimental, la polarización de la microglia tanto morfológica como fenotípicamente 
hacia un estado antiinflamatorio. 
El Núcleo Estriado es el centro responsable de la ejecución de movimientos voluntarios274. Dada la 
fuerte respuesta de las células de la microglia en esta área, y su polarización hacia un fenotipo anti-
inflamatorio, nos propusimos evaluar si la terapia génica con IGF1 es capaz de atenuar o restaurar los 
déficits motores encontrados en ratas envejecidas. Evaluamos la locomoción, la conducta de 
enterramiento defensivo y la fuerza motora de los animales empleando una batería de pruebas 
comportamentales. Nuestros resultados revelaron que el tratamiento empleado no tuvo un efecto 
sobre la locomoción ni sobre el comportamiento innato de enterramiento defensivo en animales seniles 
tratados con RAd-IGF1 respecto a aquellos tratados con el virus control. Sin embargo, pudimos observar 
que la terapia con RAd-IGF1 mejora marcadamente el desempeño de las ratas seniles en los test que 
evalúan la fuerza motora (Prueba de la Rampa Inclinada y Prueba de la Plataforma Giratoria). Dichos 
resultados coinciden con resultados previos de nuestro grupo242. Varios autores han asociado una 
mejora en el desempeño motor con el incremento de dopamina275–278. En nuestro trabajo hemos 
demostrado que la mejora motora observada luego de la terapia génica con IGF1 no está asociada a 
cambios en el número de neuronas dopaminérgicas en la Substantia Nigra ni de fibras dopaminérgicas 
en el Núcleo Estriado. Tampoco observamos cambios en la expresión de la enzima Tirosina Hidroxilasa, 
cuya actividad limita la producción de dopamina. Por tanto, podemos concluir que la mejora observada 
en el desempeño motor no se encuentra relacionada, al menos en forma directa, a alteraciones en el 
sistema dopaminérgico. 
Dado el fuerte efecto de la terapia observado sobre las células microgliales del NE y sobre el 
desempeño motor, sugerimos una posible relación entre estos resultados. El análisis de correlación de 
Pearson demostró que tanto el aumento en la proporción de la microglia reactiva como de su 
polarización hacia un fenotipo anti-inflamatorio se correlaciona de manera positiva con las evaluaciones 
de la fuerza motora realizadas. En apoyo a nuestra hipótesis, se ha observado anteriormente que 
agentes anti-inflamatorios, como es la salidrosida, también son capaces de polarizar la microglia hacia 
un fenotipo M2 a la vez que mejoran el desempeño motor en ratas273. Hernandez-Rabaza y 












colaboradores (2016) también demostraron que el tratamiento con sulforafano intraperitoneal 
promueve la polarización de la microglia hacia un fenotipo anti-inflamatorio en cerebelo, conduciendo 
a una mejora en la coordinación motora en un modelo de hiperamonemia262. En conjunto y en base a 
nuestros resultados, proponemos que la terapia con IGF1 en el cerebro envejecido ejerce un efecto 
antinflamatorio que resulta en un aumento en la proporción de microglia M2, la cual podría estar 
mediando la mejora observada en el desempeño motor observada. 
  


















CAPÍTULO V: CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA 
MICROGLIA SENESCENTE Y DEL MICROAMBIENTE 
CIRCUNDANTE EN EL MODELO DE RATA HEMBRA 




















5.2.1 Efecto de la terapia génica para IGF1 sobre la funcionalidad de la microglia senescente.  
Como se mencionó en la introducción, durante el envejecimiento la microglia adopta un fenotipo 
inflamatorio que afecta su capacidad de establecer comunicaciones y de secretar citoquinas, 
presentando además una motilidad y actividad fagocítica disminuida. Estas alteraciones tienen 
consecuencias funcionales de la microglia que conducen, finalmente, a una deficiencia en la plasticidad 
neuronal. Dada la fuerte modulación de la terapia génica con IGF1 sobre las células microgliales, nos 
propusimos profundizar en el efecto del tratamiento sobre el funcionamiento de estas células y evaluar 
cambios en su microambiente. 
5.2.1.1 La terapia génica con IGF1 incrementa la actividad fagocítica de la microglia senescente y 
promueve la remodelación sináptica en el Núcleo Estriado. 
Inicialmente, evaluamos la actividad fagocítica de la microglia a través de la cuantificación de la 
presencia de proteínas sinápticas dentro de la microglia. Para ello, se realizó una doble 
inmunohistoquímica para el marcador microglial Iba1 y las siguientes proteínas sinápticas: 1) Homer1, 
localizada en la densidad postsináptica, está involucrada en el tráfico de receptores de glutamato279,280; 
2) Bassoon, localizada en la botón presináptico de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas281; 3) VAChT, 
localizada en la neurona colinérgicas presinápticas, se encarga de transportar la ACh hasta la terminal 
sináptica; 4) VGlut1, localizado en neuronas corticoestriatales pero no talamoestriatales282, se encarga 
de transportar la Glut hasta la terminal sináptica; 5) D2R. En condiciones normales, estas proteínas sólo 
se encuentran presenten en las terminales sinápticas de las neuronas. Por consiguiente, si la 
inmunomarcación de dichas proteínas colocaliza con la inmunomarcación de Iba1, se considera que se 
encuentran dentro de la microglia y, por tanto, han sido fagocitadas.  
La cuantificación de proteínas sinápticas dentro de la microglia demostró que el tratamiento con 
RAd-IGF1 promueve la remodelación de las sinapsis glutamatérgicas a nivel de la densidad postsináptica, 
evidenciado por un aumento en la fagocitosis de Homer1 (Figura 30.C. t-test, P < 0.0001), y de las 
sinapsis colinérgicas a nivel de la densidad presináptica, evidenciado por un aumento en la fagocitosis 
de VAChT (Figura 32.C. t-test, P = 0.0249) en el Núcleo Estriado. Por el contrario, no se observaron 
alteraciones en la remodelación de sinapsis GABAérgicas (Figura 31.C. t-test, P = 0.2851) o 
glutamatérgicas a nivel de la densidad presináptica (Figura 33.C. t-test, P = 0.0655). 
En cuanto a la determinación de receptor de dopamina tipo 2 dentro de la microglia, no se pudo 
observar inmunomarcación con el anticuerpo anti-D2R disponible. Decidimos entonces evaluar la 
expresión génica de D1R y D2R y de la proteína transportadora de dopamina DAT en el NE mediante 











qRT-PCR. No se obtuvieron diferencias significativas en la expresión génica de los receptores de 
dopamina ni de la proteína transportadora de dopamina entre los grupos experimentales. Sin embargo, 
se pudo observar una tendencia a aumentar la expresión génica de D2R en los animales tratados con 













Figure 30. Imágenes representativas de células Iba1+ (rojo) que han fagocitado proteína sináptica Homer (verde) en el 
Núcleo Estriado de ratas tratadas con RAd-DsRed (A) o RAd-IGF1 (B) a una magnificación de 600X (barra de escala: 25 
micrones). El panel C muestra la cuantificación de puntos verdes por célula. Los datos expresan como media ± SEM y se 
analizaron con el test de Student. N = 5. 
 
Figure 31. Imágenes representativas de células Iba1+ (rojo) que han fagocitado proteína sináptica Bassoon (verde) en el 
Núcleo Estriado de ratas tratadas con RAd-DsRed (A) o RAd-IGF1 (B) a una magnificación de 600X (barra de escala: 25 
micrones). El panel C muestra la cuantificación de puntos verdes por célula. Los datos expresan como media ± SEM y se 
analizaron con el test de Student. N = 5. 
 





















Figure 32. Imágenes representativas de células Iba1+ (rojo) que han fagocitado vesícula transportadora VAChT (verde) en 
el Núcleo Estriado de ratas tratadas con RAd-DsRed (A) o RAd-IGF1 (B) a una magnificación de 600X (barra de escala: 25 
micrones). El panel C muestra la cuantificación de puntos verdes por célula. Los datos expresan como media ± SEM y se 
analizaron con el test de Student. N = 5. 
 
Figure 33. Imágenes representativas de células Iba1+ (rojo) que han fagocitado vesícula transportadora VGlut1 (verde) en 
el Núcleo Estriado de ratas tratadas con RAd-DsRed (A) o RAd-IGF1 (B) a una magnificación de 600X (barra de escala: 25 
micrones). El panel C muestra la cuantificación de puntos verdes por célula. Los datos expresan como media ± SEM y se 
analizaron con el test de Student. N = 5. 
 













5.2.2 Efecto de la terapia génica para IGF1 sobre la expresión génica y proteica en el Núcleo Estriado 
de ratas seniles. 
Hasta el momento hemos demostrado que la terapia génica ICV con IGF1 es capaz de modificar el 
número, la reactividad y la funcionalidad de la microglia senescente. Además, hemos demostrado que 
esta terapia es capaz de mejorar el desempeño motor de ratas seniles. Con el objetivo de profundizar 
en la caracterización del modelo en estudio y debido a que, según nuestro conocimiento, no se ha 
reportado cómo el IGF1 o la terapia génica para IGF1 afecta la expresión génica y proteica en zonas 
relacionadas al movimiento, nos propusimos ahondar nuestros estudios en estos parámetros. 
5.2.2.1 Efecto sobre la expresión génica 
En primer lugar, este estudio se abordó realizando un secuenciamiento total de ARN (ARNseq) con 
ARN extraído del NE de ratas seniles tratadas con RAd-IGF1 y RAd-DsRed. Las muestras de ARN fueron 
secuenciadas en el Laboratorio de Análisis Genómico y Transcriptómico de la Universidad de Göttingen, 
Alemania y analizadas en Argentina con la asistencia de los Dres. Ezequiel Lacunza y Martín Abba del 
Centro de Investigaciones Inmunológicas Básicas y Aplicadas (CINIBA). 
Figura 34. Análisis del efecto de la terapia génica 
con IGF1 sobre la expresión génica de los 
receptores de dopamina y su molécula 
transportadora mediante qRT-PCR. Cuantificación 
de los niveles de mARN de D1R (A), D2R (B), y la 
molécula transportadora de dopamina DAT (C) 
normalizamos por la expresión de GAPDH. Los 
datos expresan como media ± SEM y se analizaron 
con el test de Student. N = 4. 
 












El análisis de enriquecimiento de los datos crudos del secuenciamiento generó una lista de genes 
diferencialmente expresados (DE) entre los grupos, compuesta por 98 genes (p-adj<0.05; Fold 
changes>2). De estos genes DE, 97 se encuentran subexpresados en el grupo IGF1.  
Inicialmente, esta lista de genes DE se analizó con Panther Classification System de Gene Ontology 
(http://www.pantherdb.org/). Gene Ontology es una base de datos de vías biológicas que permite el 
análisis de listas de genes en 5 grandes áreas: 1) Función Molecular; 2) Procesos Biológicos; 3) 
Componentes Celulares; 4) Clase de Proteína; y 5) Vías Biológicas. Nosotros nos focalizamos en analizar 
la asociación de los genes DE a (1) procesos biológicos y (2) vías biológicas. Este análisis pudo ubicar a 
83 de los 98 genes DE en 11 procesos biológicos. Como se puede observar, la gran mayoría de los genes 
DE se corresponden con procesos biológicos asociados a la respuesta inmune y respuesta a estímulos 
(Figura 35). Cabe destacar que dentro de la categoría “regulación de procesos biológicos”, donde se 
encuentran asociados una gran cantidad de genes, se agrupan genes asociados a procesos generales, 
como regulación del sistema inmune, regulación de transducción de señales, regulación de la 




Figura 35. Agrupamiento de los genes DE en procesos biológicos a los cuales se encuentran asociados. 











La asociación de los genes DE a vías biológicas por Gene Ontology resultó en 47 genes asociados a 12 
vías biológicas. Nuevamente, podemos observar que la gran mayoría de los genes DE fueron ubicados 
en vías asociadas a la Respuesta Inmune (Figura 36), dentro de las cuales podemos destacar Inflamación 
mediada por citoquinas y quimoquinas, señalización de Interleuquinas, señalización de JAK/STAT, 
Activación de células T, Activación de células B, Señalización de Interferón γ, Señalización de TLR, entre 
otros. 
Además, se realizó un mapa de enriquecimiento funcional con el programa Cytoscape, en el cual 
los genes se agrupan en clusters de acuerdo a una función a la cual se los pueda asociar. Una vez más, 
podemos destacar que los genes DE se agrupan en clusters relacionados a la respuesta del sistema 
inmune como “Activación de las Células Microgliales”, “Actividad de Receptores de Citoquinas”, “Vía de 
Señalización del Receptor de células B”, “Respuesta a Interferón γ”, “Marcadores de macrófagos”, y “Vía 
de Señalización de Quimoquinas”, todos directamente relacionados con la respuesta inmune (Figura 
37). La tabla 5 muestra un subgrupo de genes relacionados con la activación de células microgliales y la 
actividad de receptores de citoquinas. 
De manera complementaria, decidimos investigar de manera específica la expresión de citoquinas 
inflamatorias en NE. Se evaluó la expresión génica de dos citoquinas proinflamatorias (IL1b e IL6) y dos 
antiinflamatorias (IL4 y TGFβ). Observamos que el tratamiento con RAd-IGF1 es capaz de reducir la 
expresión de IL1b de manera significativa (Figura 38.A. t-test, P = 0,0114). A su vez, no se observaron 
diferencias significativas en la expresión de IL6, IL4 ni TGFβ (Figura 38). 
 
Figura 36. Agrupamiento de los genes DE en vías biológicas a las cuales se encuentran asociados. 













Figura 37. Mapa de enriquecimiento funcional de los genes DE. 














Tabla 5. Genes DE relacionados con la activación de células microgliales y la actividad de receptores 
de citoquinas 
Gen Descripción log(FC) 
UBD/FAT10 Ubiquitina D -3,99897524 
CXCL11 C-X-C motif chemokine ligand 11 -3,0446336 
IL15RA Subinidad alfa del receptor de Interleuquina 15 -2,45425163 
IL2RB Subinidad beta del receptor de Interleuquina 2 -2,38603063 
CD74 Cluster de diferenciación 74 -1,97377263 
ITGAL Integrina alfa L -1,64982867 
ITGA4 Integrina alfa 4 -1,62058647 
IRF1 Factor regulador de interferón 1 -1,2560172 
CD86 cluster de diferenciación 86 -1,24216697 
STAT1 Transductor de señal y activador de transcripción 1 -0,99766349 
 
5.2.2.2 Análisis del efecto de la terapia génica con IGF1 sobre la expresión proteica en el Núcleo 
Estriado de ratas seniles. 
Figura 38. Análisis del efecto de la terapia génica con IGF1 sobre la expresión génica de citoquinas pro y antiinflamatorias 
mediante qRT-PCR. Cuantificación de los niveles de ARNm de IL1b (A), TGFβ (B), IL6 (C) e IL4 (D) normalizamos por la 
expresión de GAPDH. Los datos expresan como media ± SEM y se analizaron con el test de Student. N = 4. *p<0,05 
 












A continuación, estudiamos la expresión proteica de moléculas relacionadas con distintas vías de 
señalización empleando el kit comercial PathScan® de Cell Signaling. Este kit comercial permite la 
detección simultánea de cambios en la fosforilación o cambios proteolíticos de una gran batería de 
moléculas involucradas en procesos como proliferación y supervivencia, apoptosis, respuesta 
inflamatoria, daño del ADN, estrés y metabolismo lipídico. Con esta técnica pudimos observar un 
aumento significativo en la activación de Akt a nivel de la fosforilación en su residuo de Ser473 (Figura 
39. ANOVA de 2 vías, P = 0.01177), involucrado en procesos de proliferación y supervivencia. 
A pesar de no observar diferencias significativas en el análisis del resto de las modificaciones 
evaluadas, si es posible observar algunas tendencias. Como se muestra en la figura 39, los animales 
tratados con IGF1 presentan una mayor, aunque no estadísticamente significativa, activación por 
fosforilación de proteínas directamente relacionadas con la proliferación y supervivencia celular, como 
son las fosforilaciones de Erk en los residuos Thr202 y Tyr 204 y de Akt en el residuo Thr308. A su vez, 
una mayor fosforilación de PRAS40 en Thr246, Bad en Ser112 y GSK3β en Ser9 (todos sustratos de pAkt) 
son resultados consistentes con una mayor activación de Akt. Complementariamente, la activación de 
mTOR en respuesta a factores de crecimiento, como es el IGF1, puede observarse por una mayor 
detección de su fosforilación en Ser2448. 
Además, con este ensayo pudimos observar que la fosforilación de las proteínas JNK y p38 se 
encuentra disminuida. Estas proteínas son componentes centrales en vías de transducciones de señales. 
Son fosforiladas por una cascada de MAPK en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias. En nuestra 
hipótesis de trabajo, postulamos que el efecto anti-inflamatorio del IGF1 es capaz de modular el 
ambiente pro-inflamatorio producto del envejecimiento en el cerebro de ratas seniles. Por lo tanto, 
estos resultados son consistentes con nuestra hipótesis. 
 
 Figura 39. Análisis de la expresión relativa de proteínas con el kit PathScan®. Este kit de señalización intracelular permite 
la detección de modificaciones por fosforilación o clivaje de molecuales involucradas en procesos de proliferación y 
supervivencia, apoptosis, respuesta inflamatoria, daño del ADN, estrés y metabolismo lipídico. El gráfico muestra la 
cuantificación de los niveles de proteína relativos a la densidad del control positivo aportado por el kit. Los datos se 
expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías N = 3. 
 











A continuación, con el fin de corroborar estos resultados obtenidos, decidimos reevaluar algunos 
de estos parámetros mediante la técnica de Western Blot. Realizamos las inmunodeteccionesde Akt y 
pAkt Ser473; GSK3β y pGSK3β Ser9 y pErk 1/2. Sin embargo, no hemos podido detectar la presencia de 
pAkt ni pGSK3β por esta técnica con los anticuerpos disponibles. Por tanto, no ha sido posible evaluar el 
efecto del tratamiento sobre la activación de las vías de Akt y GSK3β.Si hemos podido detectar la señal 
de pErk1/2. Al igual que en el análisis por dot-blot, no hemos observado diferencias significativas en la 







Las primeras semanas de desarrollo postnatales se caracteriza por presentar un alto grado de 
formación y remodelación sináptica. Inicialmente, las neuronas forman más conexiones sinápticas de 
las que se mantienen en el cerebro maduro. La microglia son las encargadas de eliminar gran parte de 
estas sinapsis inmaduras, manteniendo y fortaleciendo un pequeño subgrupo, durante el proceso de 
poda sináptica (synaptic prunning). Este proceso es esencial para la maduración del circuito 
neuronal150,151. La microglia mantiene este rol en la remodelación de las sinapsis y control de la 
plasticidad neural se mantiene durante toda la vida de un individuo. Del mismo modo que durante el 
desarrollo, se encarga de regular el número de sinapsis y de eliminar aquellas que no se necesitan de 
Figura 40. Análisis de la expresión relativa de pErk1/2 en Núcleo Estriado luego de la terapia génica con IGF1. Western 
Blot de pErk1/2 y β-actina de Núcleo Estriado (A). Cuantificación de los niveles de pErk1/2 en Núcleo Estriado (B) 
normalizados a la densidad relativa de β-actina. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con el test de 
Student. N ≥ 4. 
 












manera momentánea o permanente152. Sin embargo, se ha visto durante el envejecimiento está función, 
así como la capacidad fagocítica y la migratoria, se ven deterioradas170,174–179. Las consecuencias 
funcionales de estos cambios sobre la comunicación de la microglia resultan en una deficiencia en la 
plasticidad neuronal y en el desempeño motor y cognitivo. Cabe destacar que a excepción de pocos 
trabajos175,178, la mayoría de estas investigaciones se han llevado a cabo en modelos in vitro. En nuestro 
modelo experimental de envejecimiento fisiológico, evaluamos la actividad fagocítica y la remodelación 
sináptica por parte de la microglia del Núcleo Estriado a través de la medida de proteínas sinápticas 
dentro de la microglia. Observamos que la microglia de ratas tratadas con RAd-IGF1 presentan una 
mayor remodelación de terminales postsinápticas que reciben estímulos glutamatérgicos, como pueden 
ser las MSN estriatales, y de terminales presinápticas colinérgicas, evidenciados por un aumento en la 
fagocitosis de Homer1 y VAChT dentro de la microglia, respectivamente. No se observaron diferencias 
significativas en la remodelación de terminales presinápticas corticoestriatales o GABAérgicas, ya que 
no se observaron diferencias en la fagocitosis de VGlut1 ni Bassoon. Paralelamente, evaluamos la 
expresión de dos receptores de dopamina, normalmente expresados en las MSN e interneuronas 
estriatales (D1R y D2R), así como de la proteína transportadora de DA (DAT). En estos estudios, 
observamos que la expresión de D2R tiende a aumentar en el NE de animales tratados con RAd-IGF1. 
Como se mencionó en la introducción (sección 1.2.2) los niveles de D2R y su expresión génica 
disminuyen considerablemente durante la edad, siendo su expresión en interneuronas dopaminérgicas 
la caída más abrupta75, lo cual podría conducir a una desinhibición de estas neuronas y resultar en una 
inhibición de la actividad motora. Dados nuestros resultados, postulamos que el aumento en la 
expresión de D2R podría estar dándose en las interneuronas colinérgicas del NE, lo cual conduciría a una 
menor liberación de ACh. Además, la acción de la ACh podría estar aún más disminuida por la mayor 
eliminación de botones presinápticos colinérgicos. Además, postulamos que la microglia estriatal se 
encuentra remodelando sinapsis entre las neuronas corticoestriatales y las MSN estriatales, que podrían 
no ser funcionales. 
La acumulación de daño oxidativo, disfunción mitocondrial y la pérdida de la proteostasis producto 
del envejecimiento provocan una activación crónica de las células de la glía, estableciendo así una 
neuroinflamación sostenida en el tiempo. La microglia envejecida se ha caracterizado también por 
presentar una pérdida de sus funciones neuroprotectoras174. Estas células presentan una expresión 
aumentada de PRRs que desencadenan la respuesta pro-inflamatorios, como CD14 y TLRs181 y elevados 
niveles de expresión de citoquinas pro-inflamatorias como TNFα, IL1β, IL6170,171,180. En el presente 
capítulo, evaluamos cómo la terapia génica con RAd-IGF1 afecta la expresión génica en el Núcleo 
Estriado. Anteriormente, se han llevado a cabo estudios sobre el transcriptoma del NE de ratones en 
modelos de autismo o de trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH)283,284. Sin embargo, 











no se han llevado a cabo estudios sobre el efecto de factores neuroprotectores en el transcriptoma 
del Núcleo Estriado de ratas viejas. De acuerdo al análisis preliminar de la secuenciación total de ARN, 
observados que el tratamiento don RAd-IGF1 disminuye la expresión de genes relacionados con la 
respuesta inmune y respuesta a estímulos. Además, luego de realizaron un mapa de enriquecimiento 
funcional, observamos que los genes diferencialmente expresados (disminuidos en el grupo IGF1) se 
encuentran relacionados a procesos como “Activación de las Células Microgliales”, “Actividad de 
Receptores de Citoquinas” y “Vía de Señalización de Quimoquinas”, entre otros. La terapia génica indujo 
la subexpresión de genes relacionados con la respuesta pro-inflamatoria: CXCL11, receptor α de IL15 
(IL15RA), receptor β de IL2 (IL2RB), ITGAL, ITGA4, IRF1, STAT1, CD86, CD74 y Ubiquitina D (UBD/FAT10). 
La vía de activación del interferón-gamma (INF-γ) y TLR4 en la microglia proinflamatoria conducen a la 
activación a los activadores de la transcripción STAT1 e IRF1, los cuales aumentan en la transcripción de 
citoquinas (CXCL11), receptores de citoquinas (IL15RA e IL2RB), integrinas (ITGAL e ITGA4), y marcadores 
de superficie (CD86)162,285. Por otro lado, se ha observado que UBD/FAT10 podría estar involucrado en 
el desarrollo de gliomas286,287 y que su expresión en neuronas aumenta en respuesta a señales pro-
inflamatoria288. Por último, el cluster de diferenciación CD74 se ha utilizado como marcador de microglia 
M1 activada ya que actúa como chaperona para las principales moléculas del complejo de 
histocompatibilidad clase II (MHCII) en las células presentadoras de antígeno, y como un sitio de unión 
al receptor para el factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF)289,290. Complementariamente, 
observamos por qPCR que el tratamiento con RAd-IGF1 disminuye de manera significativa la expresión 
de IL1β, una de las citoquinas mayormente sobreexpresadas durante el envejecimiento. Postulamos 
entonces que el efecto anti-inflamatorio del IGF1 logra modular el ambiente pro-inflamatorio 
característico del envejecimiento. 
Finalmente, en este capítulo nos propusimos evaluar la activación o inhibición de distintas vías de 
señalización asociadas a procesos de proliferación y supervivencia, apoptosis, respuesta inflamatoria, 
daño del ADN, estrés y metabolismo lipídico en el Núcleo Estriado a través de la medida de fosforilación 
o clivaje de moléculas claves de dichas vías. Estos experimentos se abordaron empleando la técnica de 
Western Blot y el kit comercial PathScan® de Cell Signaling. Observamos un aumento en la fosforilación 
de Akt en el residuo Ser473. Este hecho podría deberse a la activación de la vía de acción del IGF1. Sin 
embargo, no se observó un aumento significativo de otras proteínas implicadas en esta vía, como mTOR, 
GSK3β o BAD. Respecto a los análisis por Western Blot, no se observó inmunomarcación de los 
anticuerpos pAkt ni pGSK3β, por lo que la cuantificación de estas proteínas no se pudo llevar a cabo. 
Sólo se pudo cuantificar la expresión de pErk1/2, sin encontrar diferencias entre las muestras 
provenientes de NE de ratas seniles tratadas con RAd-IGF1 y RAd-DsRed.  




















CAPÍTULO VI: MODELO DE ENFERMEDAD DE 


















6.1 Puesta a punto del modelo de Enfermedad de Parkinson inducido por la inyección de LPS 
intranigral.  
El modelo animal de EP inducido por LPS (EP-LPS) ha sido ampliamente utilizado con el fin de estudiar 
el efecto de la neuroinflamación sobre la neurodegeneración dopaminérgica. Sin embargo, no ha sido 
utilizado anteriormente en nuestro laboratorio. Por lo tanto, inicialmente decidimos realizar una puesta 
a punto de este modelo. Para ello, utilizamos 12 ratas macho Sprague-Dawley de 4 meses de edad, las 
cuales fueron separadas en 2 grupos: el grupo PBS recibió una dosis de PBS 0,1 M, mientras que el grupo 
LPS recibió una dosis de LPS (1 µg/µl) intranigral en el hemisferio derecho del cerebro. Estos animales 
se utilizaron para evaluar la activación microglial, la neurodegeneración dopaminérgica y el deterioro 
motor. 
6.1.1 Efecto de la inyección intranigral de LPS sobre la función motora. 
Durante la puesta a punto de este modelo de EP-LPS, evaluamos la función motora de los animales 
en 3 instancias: previo a la inyección de LPS (día -7, D-7) y post inyección a los días D7 y D14. En estas 
instancias, la función motora de los animales se evaluó utilizando 4 test motores (ver sección 3.8.2). Sin 
embargo, aquí sólo mostraremos los resultados de la “Prueba de los Bigotes y la Pata” y la “Prueba de la 
caminata con un Pie”, ya que el análisis de la “Escalera Horizontal” y del “Comportamiento Exploratorio” no 
se han completado aún. 
6.1.1.1 Evaluación de la funcionalidad de las extremidades anteriores 
Como se mencionó en la sección 3.8.2, la prueba de la Caminata con un Pie permite evaluar la 
aquinesia en roedores a través de la medida de 3 parámetros principales: distancia recorrida con una 
sola extremidad anterior, tiempo de recorrida y número de pasos de ajuste realizados. La medida de 
esos parámetros permitió observar que la inyección de LPS intranigral provoca un aumento de la 
aquinesia principalmente de la extremidad contralateral al sitio de inyección (extremidad izquierda). Los 
animales inyectados con LPS no fueron capaces de recorrer los 90 cm de recorrido en el tiempo máximo 
estipulado con el miembro izquierdo al menos hasta 2 semanas post tratamiento con LPS. Además, 
realizaron una menor cantidad de pasos de ajuste (Figura 42 A, C, E. ANOVA de 2 vías, p < 0,01). Por el 
contrario, los animales inyectados con PBS no presentaron complicaciones a la hora de recorrer la 
distancia estipulada con el miembro izquierdo dentro el tiempo máximo (Figura 42 A, C, E). 
Inesperadamente, observamos que los animales del grupo PBS disminuyen considerablemente el 
tiempo que tardan en recorren la distancia estipulada, probablemente debido a un proceso de 
aprendizaje. A partir de la obtención de los parámetros secundarios, podemos observar que la velocidad 
de desplazamiento del grupo LPS con la extremidad izquierda disminuye considerablemente, sin 












observarse cambios significativos en la distancia de paso (Figura 43.A, C), demostrando un aumento de 
la aquinesia en estos animales. Por otro lado, el grupo PBS presentó una mayor velocidad de 
desplazamiento y mayor distancia de paso 2 semanas luego de la intervención quirúrgica (Figura 43.A, 
C). 
Respecto a la funcionalidad del miembro derecho (miembro ipsilateral respecto a la inyección), 
observamos que el grupo LPS inicialmente (D7) presentan un aumento de la aquinesia, siendo incapaces 
de recorrer la distancia estipulada en el tiempo máximo de análisis, una menor cantidad de pasos de 
ajuste que el grupo PBS (Figura 42.B, F ANOVA de 2 vías, p < 0,01). Este hecho logra revertirse 
parcialmente a los 14 días postinyección, instancia en la cual los animales son capaces nuevamente de 
recorrer la distancia máxima, aunque en un mayor tiempo y con un mayor número de pasos de ajuste 
(Figura 42.B, D, F. ANOVA de 2 vías, p < 0,01). Por el contrario, los animales del grupo PBS no mostraron 
deficiencia en la funcionalidad de su extremidad derecha (Figura 42.B, D, F). En cuanto a los parámetros 
secundarios, nuevamente se puede observar que el grupo LPS presenta una disminución en la velocidad 
de desplazamiento luego de la inyección de LPS, sin presentar alteraciones en la distancia de paso de la 
extremidad derecha (Figura 43.C, D). Por otro lado, el grupo PBS mostró nuevamente una mayor 
velocidad de desplazamiento y mayor distancia de paso 2 semanas luego de la intervención quirúrgica 
(Figura 43.C, D). 
6.1.1.2 Evaluación de la asimetría e integración sensomotora. 
Como se mencionó en la sección 3.8.2, la prueba del Bigotes y la Pata permite evaluar la asimetría 
entre la corteza sensitivo-motora y el NE y la integración sensomotora a través de los hemisferios 
derecho e izquierdo a través de la medida del número de colocaciones exitosas luego del estímulo de 
las vibrisas. 
El análisis de esta prueba demostró que la inyección intranigral de LPS no provocó una asimetría a 
través de la corteza sensitivo-motora, ya que no se observó una disminución significativa en el número 
de colocaciones exitosas con la extremidad ipsilateral a la estimulación de las vibrisas luego del 
tratamiento con LPS (Figura 44.B, D). Tampoco se vio alterada la integración sensomotora a través del 
hemisferio derecho, ya que nuevamente se observa una mayoría de colocaciones exitosas con la 
extremidad anterior derecha luego de la estimulación de las vibrisas izquierdas (Figura 44.A). Sin 
embargo, la inyección de LPS intranigral en el hemisferio derecho si provocó un déficit en la integración 
sensomotora a través del hemisferio izquierdo, evidenciado por la falta de respuesta de los animales del 
grupo LPS a apoyar la extremidad delantera izquierda luego de estimular las vibrisas derechas (Figura 
44.C. ANOVA de 2 vías, p < 0,001). 














Figura 42. Parámetros primarios de la Prueba de la Caminata con un Pie. Los paneles muestran la evaluación de la distancia 
recorrida (A, B), tiempo de recorrido (C, D) y número de pasos de ajuste (E, F) para los ensayos de la extremidad contralateral 
(A, C, E) o ipsilateral (B, D, F) respecto al sitio de inyección de LPS para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se 
expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 días. N=6. Los * muestran diferencias significativas entre los 
grupos dentro de un mismo tiempo experimental *p<0.05; ***p<0.001. D-7: día experimental -7; D7: día experimental 7; 
D14: día experimental 14. 
 
















Figura 43. Parámetros secundarios de Prueba de la Caminata con un Pie. Los paneles muestran la evaluación de la 
velocidad de recorrida (A, B) y de la distancia de paso (C, D) para los ensayos de la extremidad contralateral (A, C) o 
ipsilateral (B, D) respecto al sitio de inyección de LPS para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se expresan como 
media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 días. N=6. Los * muestran diferencias significativas entre los grupos dentro 
de un mismo tiempo experimental. Los # muestras diferencias significativas del grupo LPS en los distintos tiempos 
experimentales. Los “@” muestras diferencias significativas del grupo LPS en los distintos tiempos experimentales. 
**p<0.01; ***p<0.001. D-7; # < 0,05; @ < 0,0001: día experimental -7; D7: día experimental 7; D14: día experimental 14. 
 













6.1.2 Efecto de la inyección intranigral de LPS sobre la reactividad microglial y la neurodegeneración 
dopaminérgica. 
Como se mencionó en la introducción, el LPS no tiene efecto directo sobre las neuronas ya que estas 
células carecen del receptor TLR4. Por el contrario, el LPS actúa directamente sobre la microglia, 
desencadenando una respuesta proinflamatoria, la cual a continuación provoca la neurodegeneración 
dopaminérgica nigroestriatal. Por ello, decidimos en primera instancia evaluar el estado reactivo de la 
microglia mediante la inmunomarcación con el anticuerpo Iba1. Dada la alta densidad de microglia 
reactiva en el hemisferio ipsilateral de las ratas tratadas con LPS, se decidió realizar una evaluación 
descriptiva en lugar de una cuantitativa. Observamos que la inyección intranigral con LPS en el 
hemisferio derecho provoca un aumento en la reactividad de la microglia en el hemisferio ipsilateral, sin 
modificar la reactividad del hemisferio contralateral (Figura 45). Por el contrario, no se observaron 
alteraciones en la reactividad de la microglia de la SN de ratas tratadas con PBS (Figura 46). 
Figura 44. Análisis de la prueba de los bigotes y la pata. Los paneles muestran el número de colocaciones exitosas del 
miembro contralateral o ipsilateral luego de la estimulación de las vibrisas izquierda (A, C) o de la vibrisa derecha (B, D) 
para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 días. 
N=6. ***p<0.001. D-7: día experimental -7; D7: día experimental 7; D14: día experimental 14. 

















Figura 45. Efecto de la inyección intranigral de LPS sobre la inmunomarcación de microglia en Substantia Nigra. Imágenes 
representativas de Substantia Nigra de los hemisferios ipsilateral (A, B) y contralateral (C, D) de ratas macho tratadas con 
LPS, a una magnificación de 40X (barra de escala: 500 micrones) (A y C) con inserciones a una magnificación de 600X (barra 
de escala: 50 micrones) (B y D).  
Figura 46. Efecto de la inyección intranigral de PBS sobre la inmunomarcación de microglia en Substantia Nigra. Imágenes 
representativas de Substantia Nigra de los hemisferios ipsilateral (A, B) y contralateral (C, D) de ratas macho tratadas con 
PBS, a una magnificación de 40X (barra de escala: 500 micrones) (A y C) con inserciones a una magnificación de 600X (barra 
de escala: 50 micrones) (B y D).  











A continuación, evaluamos el grado de neurodegeneración dopaminérgica de la Substantia Nigra. 
Para ello, se cuantificó el número de neuronas dopaminérgicas inmunomarcadas con anticuerpo anti-TH en 
dicha zona. Pudimos observar que los animales tratados con LPS presentan una pérdida significativa en 
el número de neuronas TH+ en el hemisferio ipsilateral al sitio de inyección, sin afectar el número de 
neuronas DA en el hemisferio contralateral (Figura 47. ANOVA de 2 vías, p = 0,0244). Por el contrario, 
no se observaron diferencias significativas en el número de neuronas DA entre los hemisferios de las 





Considerando los resultados observados en los test comportamentales y en los análisis 
inmunohistoquímicos, consideramos que la puesta a punto del modelo de EP-LPS intranigral fue exitosa. 
 
6.2 Implementación de la terapia génica con IGF1 sobre el modelo de EP-LPS. 
Una vez puesto a punto el modelo de EP-LPS, decidimos emplear el mismo con el fin de evaluar el 
efecto de la terapia génica con IGF1 sobre la reactividad microglia, el daño dopaminérgico y el deterioro 
motor. Con este fin, empleamos dos lotes por separado de ratas Sprague-Dawley macho, las cuales se 
dividieron al azar en 2 grupos experimentales, al igual que en la puesta a punto: 1) grupo PBS y 2) grupo 
LPS. El protocolo experimental inicial es idéntico a la puesta a punto, evaluando el desempeño motor de 
los animales en 3 instancias: D-7, D7 y D14. A continuación, el D15 se realizaría la terapia génica con 
RAd-IGF1 o RAd-DsRed y se volverá a evaluar el desempeño motor a los días D21 y D28. Sin embargo, 
Figura 47. Análisis del efecto de la inyección con LPS sobre las neuronas dopaminérgicas de la Substantia Nigra. Densidad 
de neuronas TH+ en los hemisferios ipsi y contralateral al sitio de inyección de LPS en ratas tratados con LPS o DsRed. Los datos 
se expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. N = 6. *p<0,05. 












en la primera etapa de estos experimentos, tras la inyección intranigral de LPS, no se observó el déficit 
motor como se observó en la puesta a punto inicial de este modelo. 
En la figura 48 se muestras los parámetros primarios de la Prueba de la Caminata con un Pie. Se 
puede observar que en estos experimentos todos los animales, tanto aquellos que recibieron una 
inyección con PBS como con LPS fueron capaces de recorrer los 90 cm de distancia estipulada con ambas 
extremidades dentro del tiempo máximo. Tampoco se observaron diferencias significativas en el 
número de pasos de ajuste realizados (Figura 48). Coincidentemente, no se observaron diferencias 
significativas en la medición de los parámetros secundarios de esta prueba (Figura 49). Por lo tanto, en 
estos experimentos la inyección de LPS intranigral no provocó un aumento de la aquinesia en los 
animales.  
De manera análoga, no se observaron diferencias significativas en el número de colocaciones exitosas 
durante la Prueba del Bigote y la Pata (Figura 50). Por tanto, la inyección con LPS tampoco provocó 
alteraciones en la asimetría entre la corteza motora y el NE, ni en la integración sensomotora a través 
de los hemisferios. 
Dada la ausencia de deterioro motor en estos experimentos, decidimos suspender el progreso del 
protocolo experimental hasta tanto solucionemos la falta de reproducibilidad en el modelo bajo 
nuestras condiciones experimentales. 
 












 Figura 48. Parámetros primarios de la Prueba de la Caminata con un Pie. Los paneles muestran la evaluación de la distancia 
recorrida (A, B), tiempo de recorrido (C, D) y número de pasos de ajuste (E, F) para los ensayos de la extremidad contralateral 
(A, C, E) o ipsilateral (B, D, F) respecto al sitio de inyección de LPS para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se 
expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. N=10 
 
















Figura 49. Parámetros secundarios de Prueba de la Caminata con un Pie. Los paneles muestran la evaluación de la 
velocidad de recorrida (A, B) y de la distancia de paso (C, D) para los ensayos de la extremidad contralateral (A, C) o 
ipsilateral (B, D) respecto al sitio de inyección de LPS para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se expresan como 
media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. N=10 
 














La investigación en las últimas dos décadas ha develado un papel importante de la neuroinflamación 
en la degeneración de la vía nigroestriatal dopaminérgica que constituye la base patológica de la 
enfermedad de Parkinson. La neuroinflamación se caracteriza por la activación de las células gliales del 
cerebro, principalmente microglia y astrocitos, que liberan radicales libres (especies reactivas de 
oxígeno y nitrógeno), citoquinas y metabolitos lipídicos. La mayoría de estos factores derivados de la 
glía son pro-inflamatorios, neurotóxicos y son particularmente perjudiciales para las neuronas DA 
nigrales, particularmente vulnerables al daño oxidativo. Se han empleado diversos estímulos 
inmunológicos para inducir directamente la activación glial y modelar la neurodegeneración DA en la 
Enfermedad de Parkinson. La endotoxina bacteriana lipopolisacárido (LPS) ha sido el activador glial más 
utilizado para la inducción de la neurodegeneración DA inflamatoria. En el presente capítulo, nos 
Figura 50. Análisis de la prueba de los bigotes y la pata. Los paneles muestran el número de colocaciones exitosas del 
miembro contralateral o ipsilateral luego de la estimulación de las vibrisas izquierda (A, C) o de la vibrisa derecha (B, D) 
para los animales tratados con PBS o LPS. Los datos se expresan como media ± SEM y se analizaron con ANOVA de 2 vías. 
N=10. 












dedicamos a poner a punto el modelo de Enfermedad de Parkinson inducido por la inyección de LPS 
intranigral a fin de utilizarlo en el estudio de la modulación de la neuroinflamación por parte de la terapia 
génica con IGF1. Inicialmente, evaluamos el desempeño motor a lo largo de la puesta a punto del modelo 
empleando una batería de pruebas motoras. La Prueba de la Caminata con una Pie (Stepping test) y la 
Prueba de los Bigotes y la Pata han sido ampliamente utilizadas para evaluar la aquinesia y la integración 
sensomotora en modelos animales de Enfermedad de Parkison291–298. En nuestras condiciones 
experimentales observamos que los animales tratados con LPS presentaron un déficit motor 
caracterizado por un aumento en la aquinesia de la extremidad delantera contralateral al sitio de la 
inyección y una falta de integración sensomotora a través del hemisferio izquierdo. Estas deficiencias se 
mantuvieron al menos durante 14 días post-inyección de LPS. Por el contrario, los animales que 
recibieron una dosis de PBS no presentaron deficiencias motoras, descartando así cualquier daño 
producto de la cirugía estereotáxica. 
Como se mencionó en la introducción, el LPS no tiene efecto directo sobre las neuronas ya que estas 
células carecen del receptor TLR4. Sin embargo, si actúa directamente sobre la microglia, 
desencadenando una respuesta proinflamatoria que provoca la neurodegeneración dopaminérgica 
nigroestriatal. En la puesta a punto del modelo, evaluamos cualitativamente la activación de la microglia 
en la Substantia Nigra luego del sacrificio, 15 días post de la inyección intranigral. Observamos que la 
inyección con LPS intranigral provocó un aumento en la reactividad de la microglia en la zona de 
inyección sostenida en el tiempo, al menos hasta 15 días post-inyección, en comparación con Substantia 
Nigra del hemisferio contralateral. Por el contrario, los animales tratados con PBS no presentaron 
cambios cualitativos en la activación de la microglia. Complementariamente, evaluamos el grado de 
neurodegeneración de neuronas dopaminérgicas nigrales provocado por la activación de las células 
microgliales mediante la cuantificación de neuronas TH+. Observamos que los animales tratados con LPS 
presentaron una marcada pérdida de neuronas dopaminérgicas en el sitio de inyección en comparación 
con el hemisferio contralateral. Por el contrario, no se observaron tales diferencias en los animales 
tratados con PBS, nuevamente descartando cualquier daño que podría haberse inferido durante la 
cirugía estereotáxica. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los test comportamentales y en los análisis 
inmunohistoquímicos, consideramos que la puesta a punto del modelo de EP-LPS intranigral fue exitosa 
(aunque no reproducible con posterioridad). Tras el primer experimento satisfactorio de puesta a punto, 
decidimos emplear este modelo a fin de evaluar el efecto anti-inflamatorio de la terapia génica con IGF1 
sobre la activación microglial inducida por LPS. Sin embargo, durante las primeras 2 semanas de 
experimentación, período de establecimiento de la activación microglial y neurodegeneración DA, las 











evaluaciones motoras no mostraron que los animales tratados con LPS presentaran déficit motor alguno. 
Este experimento se repitió con un tercer lote de animales, en el cual nuevamente no se observó 
deterioro motor alguno.  
Dada la ausencia de deterioro motor en estos experimentos, decidimos suspender el progreso del 
protocolo experimental hasta tanto solucionemos la falta de efecto por parte del LPS. Suponemos que 
la falta reproducibilidad observada puede haberse debido a pérdida de actividad de la droga, o alguna 





















CAPÍTULO VII: DISCUSIÓN 
  












La mayoría de los estudios focalizados en la neuroinflamación o en déficit cognitivos o motores se 
han llevado a cabo en modelos animales de lesión o enfermedades neurodegenerativas. En el presente 
trabajo de Tesis Doctoral, estudiamos la neuroinflamación debida a la edad en un modelo de rata senil, 
donde el envejecimiento se da de manera fisiológica. Implementamos terapia génica con IGF1 con el 
objetivo de evaluar su efecto sobre la neuroinflamación cerebral en regiones relacionadas con el 
desempeño motor, que se ve afectado durante el envejecimiento.  
Nuestro interés principal se focalizó en las células de la microglia, dado que la activación y disfunción 
de este tipo celular han sido vinculadas tanto a la pérdida o alteración de la homeostasis cerebral en el 
envejecimiento no patológico, como al establecimiento y progresión de enfermedades 
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y Huntington. 
En la terapia génica intracerebroventricular con RAds, los adenovirus transducen a las células del 
epéndimo de los ventrículos cerebrales. Estas células sobreexpresan y secretan IGF1 tanto al LCR como 
al parénquima cerebral, facilitando la llegada del péptido a distintas regiones donde ejercerá su efecto. 
Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que la terapia génica con IGF1 tiene un efecto 
selectivo sobre la microglia del Núcleo Estriado. Inicialmente, observamos que el RAd-IGF1 aumenta el 
número y la reactividad de las células microgliales. Además, probamos que es capaz de modificar el 
fenotipo de estas células hacia uno anti-inflamatorio M2. Funcionalmente, se evidenció que las células 
de la microglía presentan una mayor actividad fagocítica y de remodelación de sinapsis en respuesta a 
la terapia. Este método de análisis, en el cual se estudia y cuantifica simultáneamente la fagocitosis y la 
remodelación sináptica por parte de la microglia, resulta en un aporte significativo al estudio de la 
funcionalidad microglial in vivo. Nuestro estudio indica que los fenotipos de activación microglial están 
siendo modificados por la expresión de IGF1. Es importante destacar que nuestros resultados sugieren 
que la neuroinflamación crónica observada en el envejecimiento puede revertirse, al menos 
parcialmente, por la regulación de las funciones microgliales por IGF1. 
Observamos también que la terapia génica ICV con IGF1 logra disminuir la expresión de moléculas 
pro-inflamatorias en el Núcleo Estriado de ratas seniles. Consideramos que esta modulación del estado 
inflamatorio del cerebro envejecido, junto con la activación de la microglia y la remodelación sináptica, 
promueven el establecimiento de un microambiente propicio para el correcto funcionamiento de las 
neuronas implicadas en el control motor generando una mejora de la conducta motora. 
La comprensión de los mecanismos que profundicen el conocimiento sobre cómo modular la 
neruroinflamación y modificar el fenotipo microglial permitirá futuras estrategias para el desarrollo 
de nuevas terapias antiinflamatorias que potencien y faciliten la neuroprotección tanto en el 
envejecimiento como en enfermedades neurodegenerativas. 


























Figura 51. Modelo planteado. La terapia génica ICV con IGF1 provoca un aumento en la expresión de este factor 
neurotrófico por parte de las células del epéndimo y su secreción tanto al LCR como al parénquima cerebral. El IGF1 actúa 
directamente sobre la microglia del Núcleo Estriado, aumentando el número y la reactividad de estas células. El IGF1 polariza 
a la microglia hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2 y aumenta su actividad fagocítica, promoviendo la remodelación 
sináptica. Además, la terapia génica disminuye la expresión de genes pro-inflamatorios en el NE de ratas seniles. De esta 
manera, se establece un microambiente anti-inflamatorio y neuroprotector que promueve una mejora de la conducta 
motora. 















 La terapia génica ICV con IGF1 en ratas seniles modifica el número y la reactividad de la 
microglia del cerebro envejecido de manera región específica. 
 La terapia génica ICV con IGF1 en ratas seniles promueve la polarización de la microglia hacia 
un fenotipo anti-inflamatorio en el Núcleo Estriado. 
 La terapia génica ICV con IGF1 en ratas seniles incrementa la actividad fagocítica y la 
remodelación sináptica por parte de la microglia en el Núcleo Estriado. 
 La terapia génica ICV con IGF1 en ratas seniles disminuye la expresión génica de moléculas 
pro-inflamatorias en el Núcleo Estriado. 
 La terapia génica ICV con IGF1 mejora el desempeño motor de ratas seniles en pruebas que 
evalúan la fuerza motora. 
 La inyección con LPS intranigral resultó efectiva en la inducción de la aquinesia y disquinesia, 
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